171

=

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE CIENCIAS

GAMBIOS EN EL ESTADO DE AGREGACION BE LA 17 BETA-ESTRADIOL
DESHIBROSENASA OURANTE LA BESNATURALIZACION INBUCIDA POR URER.

T E ) 1 S
Que para obtener el titulo de:
B I OL O G O
P r e B e n t a
JUAN FERNANDOC)’I_INAURO SANMIGUEL

o SIS o,
ZA BERNANDEZ
joan

Director de i83_ . - iRgoen

N\

DR. GUILEERMO ME NI

FaCUnir CInoLLa
AT -

MEXICO, D.F. T 1997

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



PAGINACION YARIA

COMPLETA LA IRFORMACION



Fe de erratas

El pie de figura en la pagina 43 se lee: “carriles 16-18....." Y debe decir ...
carriles 6-8,fracciones 12-16 correspondientes a la 173- HSD, en un pH
alrededor de 5.1.

En la pagina 37 se lee 1x1%3_._. Y debe decir 1x103 ...

Enlapagina 20, tabla 2 se lee g24 donde no debe decir nada.
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Resumen.

La 17p-estradiol deshidrogenasa esta constituida por dos subunidades idénticas que
mhractuande manera no covalente, cada una con 327 residuos de aminoacidos y una masa
molecular de 34 854 Dé. en este rabsjo se estudiéd la transicion de la proteina del estado nativo
al desnaturalizado inducido por urea. Los cambios fueron examinados por actividad catalitica,
firacion cromatografica, y entrecruzamiento con glutaraidehido seguido de electroforesis en
SDS. Los m;sunados 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
inactivacion y la formacion de especies poliméricas, en este nivel estos cambios son reversibles.
A concentraciones de urea de entre 3-5 M la enzima es agregada e inactivada irreversiblemente.
Finalments a concentraciones mafoms de 5 M-de urea, se lleva se obtiene e monémero

desnaturalizado resuitado de la disociacion.

El hacho de que la desnaturalizacion por urea de la 17p-estradiol deshidrogenasa
promueva la transicion de un dimero nativo a un estado agregado y finalmente al monomero

. desnaturalizado, sugiere que el estado nativo de ia proteina es estabilizado casi exclusivamente
por interacciones hidrofobicas en la imerfase de las subunidades y no por fuerzas de naturaleza

covalents.



introduccién.

Las propiedades funcionales de las proteinas dependen de su estructura tridimensional, es
decir, |a estructura y arregio espacial del esqueleto polipéptidico en su estado nativo funcional. Todas

estas estructuras se construyen de secuencias de residuos de aminoacidos particulares en cadenas

polipéptidicas que se pliegan para aicanzar dicho estado.

E! plegamiento de proteinas se refiere a la capacidad de generar, de secuencias lineales,
dominios compactos con estructuras tridimensionales especificas. Los dominios asi plegados pueden

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

Para abordar el problema de plegamiento en proteinas es necesario conocer los principios de
estructura y los requerimientos del plegamiento que hacen que lleguen a sus estados nativos
funcionales. Esto se debe principaimente a que la via por la cual se pliega una cadena polipéptidica y
Nega a su estado final, refleja la jerarquia estructural: dada una secuencia de residuos de aminoacidos,
y las interacciones que sufre, puede dar lugar a los elementos estructurales secundarios y super
secundarios, los que a su vez daran dominios estructurales que se pliegan independientemente; y la
unién de estos dominios formaran la estructura terciaria. En el caso de la formacion de una estructura

custernaria, los monomeros, ya estructurados con la estructura terciaria nativa, adquieren su estado

final de menor energia por diversas reacciones de asociacion(1).



Elementos Estructurales.

Linderstrom-Lang y sus colaboradores fueron los primeros en reconocer los niveles
estructurales de organizacion en primaria, secundaria, y terciaria en una proteina (2), dichos etementos

se pueden, definir de la siguiente manera:

Estructyra primaria. Este nivel estructural se refiere a la secuencia de residuos de
aminoacidos, y Sus caracteristicas. El esqueleto polipéptidico consiste de una serie de enlaces

transplanares con una disposicion especifica mostrada en ia figura 1.

caroono o

Figura 1. Disposicién del enlace peptidico



Las longitudes y angulos de estos enlaces se han obtenido a partir de estudios de cristalografia
en oligoipéptidos pequelos; la nomenciatura de los angulos dihedros, es decir donde es posible la

torsion entre ias uniones en el enlace peptidico es mostrado en la figura 2 (2-4).

Figura 2. Nomenciatura de los Sngulos dihedros en peptidos.

Debido al carcter parcial de doble enlace del enlace peptidico, sdlo es posible 1a torsiéon de las
uniones N-C, y C.-C: los #nguios v y ¢, que represantan giros con respecto a ias uniones sencillas y
son mantenidos por impedimentio estirico. Asi, las estructuras regulares en las proteinas estan



caracterizadas por la torsion de estos angulos y pueden involucrar un nimero variable de residuos para

la formacion de los diferentes motivos estructurales.

La interaccion de la estructura del esqueleto y 1a secuencia de residuos de aminoacidos es vital
en la determinacion del plegamiento, pues hay aminoacidos que pueden participar en la formacion de
motivos estructurales precisos; tal parece ser el caso de la prolina, que esta involucrada en algunos

giros de Ia cadena polipéptidica.

Estructura secyndaria. En este nivel, la formacion de los motivos estructurales recae
principaimente en la formacion de los puentes de hidrogeno, la existencia de tales entidades es
generaimente inferida de las posiciones de los atomos de Oxigeno y Nitrégeno, en general un puente
de hidrogeno es lineal y de 2.8 a 3 A de longitud. En ausencia de estos puentes las interacciones
electrostaticas pueden dar un efecto estabilizador significativo. Conforme la estructura tridimensional
se va adquiriendo, se asume que las porcionés de la cadena polipéptidica naciente (estructura
secundaria) pueden servir como sitios nucleo para el plegamiento; asi la estructura secundaria se
puede definir como la conformacion local del esqueleto polipéptidico en patrones regulares de
plegamiento; como, las a-hélice, y las estructuras B (2).

Sin embargo, examinando las estructuras ya conocidas, es claro que las distorsiones de las
hélices-a y las cadenas-B se dan con frecuencia, debido a la tendencia de formar una estructura
compacta con un minimo de espacio vacio. Estas irregularidades no interfieren con el problema de
plegamiento, ya que, no afectan las caracteristicas relevantes de los elementos de la estructura

secundaria; a saber: la naturaleza dipolo de 1as hélices; la complementaridad anfipatica y el empaque



de armeglos regulares de la cadena polipéptidica; y su papel como “semillas” en la formacion de la

estructura(1).

Hay otras estructuras “no repetitivas”™ que conectan hélices o y cadenas B; pueden ser
sitamente organizadas, extensiones iregulares bien definidas, 6, regiones muy desordenadas
causadas por la flexibilidad de las conformaciones alternativas tomadas por la proteina en soluciéon o en

cristal. Ademas de los extremos N- y C-terminales de la cadena polipéptidica, Ias cuales casi siempre

muestran una gran movilidad (1).

Estructura wercigria. La estructura terciaria de una proteina esta basicamente determinada por la
localizacion de segmentos estructurales o y B a lo largo de la cadena polipéptidica; por su arreglo
topoldgico en el espacio, por ejemplo la formacion de la estructura 1) super secundaria; y por el

ensambiaje de estos motivos, generando asi los Il) 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
nucleacion en el plegamiento de las proteinas; asi el siguiente nivel de complejidad sera la estructura

supersecundaria, a ia cual podemos definir como plegamientos recurrentes que consisten de una sefie

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

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

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

cinéticas durante el proceso de plegamiento, y por razones energéticas en la proteina plegada,




especiaimente debido a la distribucién anfipatica de las cadenas laterales hidrofébicas y cargadas alo
largo de los elementos estructurales simples (1,2).

) Dominios. Los dominios son subestructuras compactas en las proteinas, en general se
asume que representan unidades autdnomas de plegamiento con una relacion minima de
superficie/volumen resultando en glébulos con la mayoria 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 visia 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 estan
espacialments separados uno del otro o al menos forman un giébulo compacto o corazén de residuos;
y tienen alguna funcion especifica, como la unién de un nucledtido o de algun polisacarido. El sitio
activo de una molécula puede ser la interfase entre dominios, lo cual permite la funcion simple de cada

uno para juntarse y formar una molécula mas compleja (1.2).

Estructura cuaternaria. La estructura cuaternaria se refiere a la disposicion de las unidades
polipéptidicas en una proteina; describe la estequiometria y geomefria del ensamblaje macromolecular
de monémeros, es decir, en este nivel la asociacion, puede ser considerada como un principio

estructural general (1,4).

|
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El plegamiento de proteinas.

La adquisicion espontanea de la estructura tridimensional y l!a capacidad para formar
estructuras de mayor complejidad, son caracteristicas primarias de la cadena polipéptidica. Ei
mecanismo detallado de estos procesos, aun no esta bien entendido . Las proteinas son sintetizadas
por un proceso en el cual los aminoacidos son afiadidos, uno por uno, por el amino terminal de las
cadenas. Ei plegamiento de tales cadenas puede ocurrir espontaneamente, sin la necesidad de
informacion adicional que la contenida en la secuencia de aminoacidos y sus alrededores; asi podemos
referirnos al plegamiento de proteinas, como el proceso involucrado en la conversion de una cadena
polipéptidica recién sintetizada (o desnaturalizada), a la conformacion tridimensional de ia proteina
nativa(5).

De esta manera podemos referirnos al problema del plegamiento en términos de como es que
una protsina adopta su conformacion nativa. én teoria una secuencia podria adoptar miles de
oonﬁm\aciones posibles, sin embargo, de todas esas opciones sélo elige una: esto se conoce como la
paradoja de Levinthal, quien postula que hay un numero astronomico de conformaciones disponibles
en un estado desnaturalizado de proteinas, una busqueda por todas estas conformaciones tomaria una
eternidad, de este modo se sugiere que hay un namero limitado de vias por los que puede pasar una

proteina antes de alcanzar su estructura nativa, ;Qué es lo que determina que ocurra de esta manera?

(Qué mecanismos dirigen la relacion entre una secuencia de aminoacidos y la estructura

tridimensional ?(6).

E
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Ciertos pasos del plegamiento son catalizados in vivo por enzimas y otras proteinas (como las
chaperonas moleculares); sin embargo la transicion entre la conformacion nativa y la desnaturalizada
puede llevarse a cabo in vitro; por tanto se puede decir que la adquisicion y la estabilidad de estas
estructuras estad entonces sujeta a la secuencia lineal de residuos de aminoacidos (5) y a las
condiciones del disolvente mas que a aspectos ajenos a ella, sin embargo, el mecanismo por el cual se
adquiere 1a estructura nativa deja aun muchas interrogantes. Por ofro lado hay evidencias que indican
que las proteinas no se pliegan al azar, sino que pasan por un numero limitado de estados
conformacionales que finaimente desembocaran en la estructura tridimensional definitiva; establecer las
vias comunes de plegamiento, de tal manera que se contara con una especie de codigo de

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

Para responder coOmo una estructura de “una dimension”, representada por la secuencia de
residuos de amihoacidos genera la estructura fridimensional correspondiente, hay que tomar en cuenta:
1) la detarminacion de un “cédigo de plegamiento®, 2) ia elucidacion de la relacion estructura-funcion, y

3) ¢l plegamiento y reconocimiento de las subunidades que forman la motécula(1).

Una de las metodologias que se ha aplicado en el estudio del plegamiento es la
desnaturalizacién(6,7-9), que persigue el fin de enconfrar transiciones cruciales en las vias de este
proceso. La desnaturalizacion se propone como un fendmeno que se lleva a cabo cooperativamente,
es decir, al aumentar la concentracion del desnaturalizante, cambia la proporcién de proteinas en
estado natvo y desnaturalizadas. (7). Ademas se ha encontrado que en muchas proteinas la

estructura y la funcion cambian de manera simuttanea.



De esta manera, podemos definir a la desnaturalizacion como el deterioro cooperativo y
generalizado de la estructura nativa, sin cambios significativos en la estructura covalente (a excepcion
de los puentes disulfurc). El numero de conformeros posibles en este estado es muy alto y el

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

El plegamiento de la cadena polipéptidica naciente y la renaturalizacion 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 via de formacion de la estructura(a partir de la cadena

polipéptidica naciente) puede depender de un estado como el desnaturalizado (hebra al azar).

La proteina desnaturalizada representa una parte de conféormeros rapidamente convertibles en
otros de energia similar, aunque es importante subrayar que casi todos los intermediarios son
inestables con relacion al estado nativo, por o que uno de los modelos mas aceptados en el
plegamiento de proteinas es el que postula unicamente dos estados: el nativo y el desnaturalizado(1,6);
sin embargo hay 1a existencia de otros modelos en donde se postula la existencia de conformaciones

estucturales mas 0 menos precisas durante el plegamiento.

El plegamiento de proteinas constituye uno de los problemas centrales de la Biologla:. se sabe
que la secuencias de residuos de aminoacidos determina la estructura tridimensional y que el cambio
conformacional del estado desnaturalizado al nativo puede ocurrir de forma espontanea. .Cuando se
comprenda la relacion entre !a secuencia y la esﬁ;ctura tridimensional se podrian disefar proteinas
nuevas que realicen funciones de interés industrial o terapéutico. - Conviene también sefalar que la
mayoria de los estudios de esta indole estan hechos en proteinas monoméricas, a pesar de que la

mayoria de ellas son oligomericas lo que aconseja equilibrar el balance antes de generalizar las



conclusiones. Entender los factores que determinan el plegamiento de proteinas tiene, por

consiguients, una gran importancia cientifica, basica y aplicada.

Las 17-Hidroxiestercide deshidrogenasas.

Las 17-Hidroxiesteroide deshidrogenasas son un grupo de enzimas dependientes de
nucledtidos de piridina, que catalizan la interconversion esterecespecifica de los grupos hidroxilo y
carbonilo de ciertos esteroides. Debido a que la modificacion quimica en el C-17 de los estrégenos y
androgenos puede afectar su actividad biologica, estas enzimas juegan un papel muy importante en la

accion de los esteroides, motivo por el cual son muy estudiadas.

La actividad de estas enzimas esta ampliamente distribuida en tejidos humanos, de hecho no
so6lo esta presente en tejidos esteroidogénicos como ovarios, testiculos, placenta, o a tejidos sensibles
a hormonas como Utero o préstata; su actividad se ha encontrado en higado, nfién, piel, y sangre de
muchas especies(10,11). La especificidad al nucleétido de piridina puede variar entre los tejidos de una

misma especie y entre los mismos tejidos de diferentes especies.

Quimica de los Estercides.

Los esweroides son un grupo de lipidos que tienen como-base de su estructura quimica un
hidrocarburo ciclico lamado ciclopentanoperhidrofenantreno (o anillo esteroide) que consta de 17
&Somos de carbono dispuestos en forma de tres ciciohexanos y un ciclopentano. Los anillos se

10



nombran de ia A a la D (fig.3). La designacion a indica que uno de los sustituyentes esta orientado
hacia absjo de! plano dei anilio, y B indica una orientacion por encima del mismo plano. Las diferencias
conformacionales les confleren diferentes actividades bioldgicas a los esteroides.

Figura 3. Estructura del ciclopsntanoperhidrofenantrenc.

Las hormonas estsroides pueden ser clasificadas conforme a su estructura quimica o a su
actividad biologica principal. Con base en su actividad biologica, l1as hormonas esweroides se clasifican
en seis grupos: Estrogenos (esteroides sexuales femeninos), androgenos (esteroides sexuales
femeninos), progestinas (progesterona), mineralocorticoides (aldosterona), glucocorticoides (cortisol), y
Ia vitamina D y algunos metabolitos derivados esta(1,25-Dihidroxivitamina D;). Los acidos biliares
también estan relacionados estructuraimente con el colesterol, y constituyen asi, un Séptimo miembro
de la familia de los esteroides (12).

11



Las hormonas esteroides naturales tienen una funcion esencial en la regulaciéon de muchas
funciones bioldgicas; su sintesis se leva a cabo en aigunas glandulas de secrecion interna. Tanto los
precursores esteroides como los intermediarios son secretados por estas glandulas y convertidos a su

forma activa en diversos tejidos .

Las hormonas esteroides son producidas a partir del colesterol, por medio de una serie de
reacciones enzimaticas. El colesterol se obtiene de varias fuentes: Tomado de la circulacion
sanguinea, tomado a partir de reservas intracelulares o formando parte de membranas celulares, 6,
sintetizado de novo a partir del metabolismo célular. La utilizacion de estas diversas fuentes depende
del tipo celular y de ias condiciones fisioloégicas prevalecientes. Los anillos basicos de su estructura
pueden estar sujetos a un amplio espectro de modificaciones estructurales (introduccion de
sustituyentes hidroxilo o carbonilo, insaturacion, sustitucion de algun anillo, etc). De hecho para que se
realice |a 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 basico que es la conversion del
colesterol a pregnenoiona, estructura de 21 carbonos; consiste en la ruptura de la unién entre los
carbonos 20 y 22 eliminandose asi fa cadena lateral. La pregnenolona es el intermediario fundamental
de todas las clases de esteroides hommonales producidas en tejidos esteroidogénicos, con esta
hormona se inician las vias basicas a través de las cuales se sintetizan todos los esteroides

hormonaimente activos.

12
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Los androgenos son esteroides de 19 carbonos (Cis), son producidos, en el hombre en los
testiculos, y por la mujer en ovarios y placenta. En su biosintesis la pregnenoiona puede ser
transformada a progesterona por la enzima 3B-HSD; si se utiiza esta altima se origina la via
denominada A* (6 4-en) , y la utiizacion de la pregnenolona la via denominada AS(6 5-en), que

finalments pueden dar lugar a la testosterona (12, 13)(fig.4).

13
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Los estrogenos son esteroides de 18 carbonos (Cis), en hombres se produce en testiculos y en
la mujer en ovarios (foliculo y cuerpo 1iteo) y placenta (unidad fetal). Se ha visto que la biosintesis de
ostrogenos ocwite de 4-androstendiona y testosterona, por medio de intermediarios 19- hidroxilados, a
esyona y estradiol (fig.5).

Hay bastante evidencia que indica que los niveles relativos de hormonas esteroides de la forma
C-18 y C-19 son reguladas in sifu por la oxidoreduccion reversible en el oxigeno de C-17. Estas
reacciones son catalizadas por una 0 mas enzimas piridin-nuclettido dependientes(14), como la 1783-
estradiol deshidrogenasa. Otro complejo enzimatico importante en estas reacciones es la aromatasa,
una oxidasa que tiene como funcidn principal la de hidroxilar sustratos liposolubles haciéndolos mas
solubles, también rompe la uniones C-C y tiene la capacidad de hidroxilar en C-19, eliminar el grupo
metilo unido a C-10 y conferirie al anillo A una estructura aromatica.

1s
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La 178- estradiol deshidrogenasa.

La 17B-estradiol deshidrogenasa (178-HSD) es una enzima soluble que se encuentra en la
placenta humana; cataliza la interconversion de 17p3- estradiol y estrona (fig.5), y fue descrita por

Langer y Engel en 1958(15).

Se ha postulado que tiene un papel fundamental en la regulacion de la concentracion tisular det
estradiol, mediante la conversion de estrona a estradiol o el metabolismo de estradiol a estrona.

Actualmente, se han identificado cuatro tipos de 173-HSD (14,16,17). La 17p-HSD tipo |,
originalmente hallada en placenta, se encuentra también expresada en ovario y glandula mamaria, es
una enzima soluble con 327 aminoacidos, tiene una ligera preferencia por la reduccion, puede utilizar
NAD(H) 6 NADP(H) como cofactor, y es mas afin a los estrégenos que a los andrégenos (tabla 3). La
178-HSD tipo ll, fue obtenida de placenta y prostéta, se expresa también en higado, intestino delgado,
endometrio, rifion, pancreas y colon; es una enzima microsomal de 387 aminoacidos, cataliza su
reaccion principaimente hacia la via oxidativa, y utiliza preferencialmente NAD* como cofactor. La 17p-
HSD 11, por otro lado, s6lo ha sido detectada en testiculo, es una enzima de 310 aminoacidos, cataliza
su reaccion principalimente en sentido reductivo, usa preferentemente NADP(H) como cofactor y puede
actuar sobre androgenos. Mas recientemente se ha propuesto una 178-HSD V(17), homoéloga a la
17p-HSD de endometrio de porcino, consta de 736 aminoacidos, se cree que tiene una estructura
multidominio con similitudes a enzimas que catalizan la B-oxidacion de los acidos grasos (ia trifuncional
hidratasa-deshidrogenasa-epimerasa de Candida tropicalis) y la proteina FOX2 de Sacharomyces

cerevisae (Tabla 1).
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Masa molecular

Enzima Tamaiojaa) (KDa) Localizacitn Localizacion ~ Major sustrato Km{uM)  Mejor cofactor Reaccion
fisular subcelular

17p-H301 o u Qvario, placerta Citosl Estrona, estradiol 86, NADPH Oxidacion = reduction
59

17p-HSDII k-§ a Endometrio, Microsomas Testosterona, 04, NAD* Onidacion = reduccion
placenta higado sstadol 02

{7p-HSD N kil ¥ Testicuio Microsomas Androstendiona, . NADPH Oxidacion { reduccion

estona
17pHSDIV 1% 80 Ubicua Peroxisomes Estradiol 02, NAD- Solo oxidacion

y¥ 04

Tabla 1. 17p-Hdroxiestaroide deshidrogenasas Humanas.



El descubrimiento de similitudes, por et alineamiento de la secuencia de aminoacidos con otras
enzimas (como la 11p-HSD)(18,19) han lilevado a la ubicacion de esta enzima dentro de una
superfamilia de proteinas, cuyo sitio de reconocimiento pudo haber evolucionado de otro dominio
ancestral con reconocimiento a polioles como ribitol o glucitol(18).

Asi pues, la 178- estradiol deshidrogenasa (17B-HSD 1), es un miembro de la superfamilia,
recientermente propuesta, de las alcohol deshidrogenasas de cadena corta (SCAD)(19-21); cuyos
miembros actian sobre diversos sustratos, y la caracterisica comun parece ser la conversion de
ciertas moléculas a un estado activo o inactivo. Esta superfamilia integra enzimas con airededor de 250
residuos de aminoacidos que funcionan independientements de iones metal (Tabla 2). Al parecer todas
las enzimas de esta familia poseen cinco dominios mas 0 menos bien conservados, de los cuales solo
dos se reconocen funcionaimente: El dominio que se une al cofactor y otro que es parte del sito activo.
En la 178-HSD |, uno de los tres dominios restantes nNO se encuentra, sin embargo la parte
correspondiente parece formar parte del sitio activo; la carencia de este se puede deber a divergencias
evolutivas (fg.6)(19,20).

La 178-HSD | es una proteina dimérica compuesta de dos subunidades idénticas (Tabla 3),
cuya estuchwa primaria ha sido deducida completamente a partcr de cDNA (22). cataliza la
interconversion de 17p-estradiol y estrona (fig.5) (Tabla 4, A); puede utilizar al NAD y/o NADP como
cofactor(23) pero, muestra diferencias en las velocidades de reduccidn de estos nucledtidos (Tabla 4,
B), ademés varios esteroides pueden funcionar como sustratos(24-26), la enzima tiene una absoluta
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Caracterfstica  Aloohol deshidrogenasas  Alcohol deshidrogenasas de cadesa
media.

the cadena corta
Tamado dela 250 2.2 3pr0n, 35022 sprox,
subunidad
' @
Orden de los Coenzima-Catalitico
fomini Catalico-Conz
Sitio activo con Zn . +

Tabla 2. Principales diferencias entre la familia de las alcohol deshidrogenasas de cadena corta y media.
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Familia. Alcohol deshidrogenssas.
Superfamitia. ’ Alcohol deshidrogenasas de cadena corta.
Estructura secundaria. Proteina a/p.
Estructura oligomérica. Dimero con subunidades idénticas.
Punto IM& ®l). 5.1

Aminoscidos por subunidad. 327

Masa molecular por subunidad. ‘ 34, 853

Volumen especifico parcial (cclg). | 0.73¢

Coeficients de sedimentacion (Sn.«). 5248

Radio de Stokes (nm). 3.48

Triptofanos por subunidad. 1

Azes TIOQIMI. : 04

Tabla 3. Propiedades de la 17p3-estradiol doihldrogonan.




A)

Estevoide (variable) Cosustrato(constante) Km (uM) Actividad especifica(U
mg’)
178-estradiol NAD 7.0 1.2
17p-estradiol NADP 20 29
Estrona NADH 6.2 7.0
Estrona NADPH 0.7
8)
Cosustrato (variable) Esteroide (Constante) Km (uM)
NAD Estradiol 30
NADP Estradiol 1
NADH Estrona 8
NADPH Estrona o8

Tabias 4. Ccmm cinéticas de sustratos (A) y cosustratos(B) de la 17 -estradiol

deshidvogenasa.
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11 i1a _— = 292
118HSDRAT1A — 287
110HSORATID = == 261
17BHSDHUM 3 —====C azse
RTLDEN - = P u—— 249
1SHPROEN 2 == 266
DHODEN o 308
ToLDEH s — e ————— 27s
AP27 =3 ————s 244
CTLDEM . T — ] 259
RHBFIXR —cs 278
7aHsSD = =S = ———— 266
GLUDEN = _—r= 2621
20AHSD - e T I ——— . 254
ACTIIX = R e 261
AACOARED : = o — 246
NOdaG 3 = 254
DrADN n _— 254

-] so 100 150 200 250 300 ]50-— 4‘:)0

Figura 6. Representacion esquemética de los dominios conservados (A-F) en la familia de las
alcohol deshidrogenasas de cadena corta. Los dominios estin representados por
ensanchamientos en e! esquema. Los numeros a la derecha se refieren a la longitud de las
secuencias individuales. Las abreviaciones utilizadas fueron:. 11BHSDHUM1a, 11B-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa de humano; 11BHSDRAT1a, 11p3-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa de rata; 11 BHSDRAT1b, forma corta de la 113-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
de rata; 17BHSDHUM, 17g-Hidroxiesteroide deshidrogenasa de humano; RTLDEH, ribitol
deshidrogenasa; 15SHPRDEH, 15-Hidroxiprostaglandina deshirogenasa; DHDDEH, dihidrodiol
deshidrogenasa; TOLDEH, cis-tolueno dihidrodiol deshidrogenasa; AP27, proteina de adipocito
sin funciéon conocida; GTLDEH, gilucitol deshidrogenasa; RHBFIXR, proteina fixR de
Bradyrhizobium japonicum; TaHSD, 7a-Hidroxi oide deshidrogenasa; GLUDEH, glucosa
deshidrogenasa; 208HSD, 20B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa; ACTIl, producto genico de
Streptomyces coelicolor; AACoARED, acetoacetil coenzima A reductasa; NodG, Producto genico
de la bacteria fijadora de nitrogeno Rhizobium meliloti; DrADH, alcohol deshidrogenasa de

Drosophila.
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especificidad estereoquimica por el grupo 17p3-hidroxilo. Los sustratos mas reactivos son aquellos que

tienen un anillo aromatico Ao B.

17p-estradiol + NAD*(NADP+) <= estrona + NADH(NADPH) +H-

Hasta ahora, es la Unica enzima, involucrada en el metabolismo de esteroides de origen
humano, que puede ser obtenida en cantidades suficientes para llevar a cabo estudios estructurales.
Recientements, su estructura tridimensional ha sido resueita por cristalografia de rayos X a una

resolucion de 2.20A (27,28) (fig.7).

Figura 7. Estructura de la 178-estradiol deshidrogenasa.



En cuanto a su estabilidad. Los primeros trabajos de Jarabak et al (23), mostraron que esta
enzima es répidaments inactivada a temperaturas menores de 11°C en soluciones acuosas. Segun
este estudio, la inactivacion en frio de la 17B-HSD se previene parcialmente con la adicion de NAD-,
NADP-, otros piridin nucleétidos, 17-estradiol, altas concentraciones de aniones polivaientes (fosfato y
sulfato), y ciertos alcoholes. E! glicerol a concentraciones mayores del 20%, previene |a pérdida de
actividad por mucho tiempo. Ademas, esta desnaturalizacion parece involucrar cambios en la forma de
la enzima y en su estado de agregacion(16,24).

~

A pesar 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 conocimiento y al
problema de plegamiento.

Objetivos.
Obieti ;.
-Estudiar los cambios del estado de agregacion de la 1783- estradiol deshidrogenasa ( 178-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1) durante |a desnaturalizacion inducida por urea.
Obigti ticul )
- Determinar si hay reversibilidad en la desnaturalizacion de la 173- estradiol deshidrogenasa.

-Establecer un esquema tentativo de la desnaturalizacion seguida por esta enzima.

25



Materisies y Métodos.
Para obtener mas informacién acerca de la estabilidad y las propiedades fisicoquimicas de la
178-HSD de placenta humana, se estudié la conducta de desnaturalizacion por urea, a través de los

cambios en la actividad enzimatica, comportamiento hidrodinamico en cromatografia de filtracion, y
electroforesis de geles de poliacrilamida.

Para nuestra purificacion, empleamos las siguientes técnicas:

-Precipitacion con Sulfato de Amonio [(NH.): SOJ. Cuando las sales se presentan a aitas
concentraciones inducen la precipitacion de muchas proteinas. La precipitacion ocurre por la
neutralizacion de las cargas superficiales de una proteina por la sal, reduciendo asi la efectividad
quimica de esta y disminuyendo la concentracion efectiva del agua. Asi la concentracion necesaria de
sal, para causar la precipitacion de una proteina, esta reiacionada al numero y distribucion de cargas, y
de grupos polares no idnicos en la superficie de la proteina, y a los residuos hidrofébicos

expuestos(30).

La precipitacion con (NH.).SO. presenta vaia;l ventajas: a saturacion tiene la suficiente
molaridad para causar la precipitacion de la mayoria de la4 proteinas, y presenta una densidad (1.235
gcm?) que no interfiere con la sedimentacion de las proteinas precipitadas por centrifugacion.
Concentrado previene o limita el crecimiento de bat;terias y hongos, y en solucidn protege a la mayoria

de las proteinas de la desnaturalizacién (30,31).
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-Tratamiento con calor. El calentamiento es un proceso de desnaturalizacion selectiva; en este
tipo de técnicas, se hace uso de condiciones extremas con el fin de desnaturalizar proteinas no

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

proteina de interés, pero si a las no deseadas.

-Cromatografia de intercambio i6nico. Esta técnica esta disefiada especificamente para la
separacion de compuestos idnicos o ionizables. El intercambio i6nico supone dos eventos separados:
La unién de la proteina a las cargas fijas de la resina y la elucion o desplazamiento de la proteina de
estos grupos. El primer evento involucra una interaccion electrostatica entre los grupos cargados de la
resinay los de la proteina, la union implica el reemplazo de iones no fijos por la proteina. La elucién, en
cambio involucra el desplazamiento de la proteina de los grupos fijos cargados por un nuevo “agente”
con mayor afinidad por las cargas fijas que las proteinas, la cual se vuelve entonces un “ion” no fijo. La
afinidad con la cual una proteina se une a un intercambiador idnico depende de la naturaleza y
concentracion de otros iones presentes en la solﬁcibn. Debido a la competencia entre estos iones por

los sitios de union dei intercambiador, estas uniones son también aitamente dependientes de pH (por la

variacion de las cargas netas debidas a este).

-Cromatografia de afinidad. Esta técnica toma ventaja de una o mas propiedades de la
molécula a purificar, principalmente las interacciones reversibles especificas entre macromoléculas. En
esta técnica, una molécula especifica llamada ligando, tiene aita afinidad por una proteina a la cual se

une, dando un muy alwo grado de selectividad en la separacion y purificacion de moléculas

biologicas(4,30-31).




Para determinar la pureza de la enzima se utilizaron las siguientes técnicas:

-Electroenfoque. E! slectroenfoque 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 la carga neta; la carga neta esta determinada por |a secuencia de residuos de amino#cidos
de la proteina y el pH del medio. Cuando la proteina es electroenfocada a través de un gradiente de pH
establecido, migrara, hasta alcanzar el pH donde la carga neta de la proteina es cero, ahi se detendray
se dice que esth enfocada. Los anfolitos (pequefias moléculas cargadas) se utilizan para establecer el
gradients de pH. Cuando el voltaje es aplicado a un sistema de anfolitos y proteinas, todos los
componemes migran a sus respectivos puntos isoeléctricos; los anfolitos establecen rapidamente el

gradiente de pH y lo mantienen por bastante tiempo, permitiendo que las proteinas’ se enfoquen
lentamente en el gradiente.

Para tratar de determinar los estados de agregacion de la proteina en presencia de urea se

emplearon las siguientes técnicas:

-Desnaturalizacion. La urea es un agente caotropico cuyo mecanismo de accion todavia no es
bien conocido, sin embargo, es uno de los agentes mas utilizados en los estudios estructurales por
desnaturalizaciéon. La evidencia sehala a una mejor solubilizacion de los residuos de aminoacidos no

polares por pare del agua, es decir, se debilitan las interacciones hidrofébicas(32).
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Otro efecto que tiene este agente a altas concentraciones, es la casi total desnaturalizacién de
las proteinas, pues sélo 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 angulos de rotacion alrededor de cada enlace del esqueleto polipéptidico, y las
cadenas laterales tiene completa e igual libertad de plegamiento.

-Renaturalizacion. Generalmente, la actividad biolégica requiere de la estructura tridimensional
en estado nativo, en el caso de las enzimas esta actividad se refiere a la capacidad catalitica. Esta
caracteristica ha sido ampliamente expiotada para caracterizar los estados de plegamiento en dos
direcciones: 1) la comparacion de la estructura nativa y el producto de |a reconstitucion después de los
experimentos de desnaturalizacion-renaturalizacion, y 2) la determinacion del tiempo para la formacion
de la estructura.

En el caso de este tipo de desnaturalizacion (donde el agente se va agregando) la reactivacion
de la enzima se evalua después de la dilucion o didlisis del mismo, en nuestro caso empleamos el

primer método.

Filtracion molecular. La filtracion molecular es una técnica en la que el fraccionamiento esta
basada en el tamafio relativo de las moléculas. El principio basico es sencillo: 1a resina consiste de
pequefias esferas entrecruzadas que actian como redes de distinto tamaho, y por las cuales soélo
pasan cierto elementos. Asi el movimiento de un soluto que pasa por la resina depende del flujo de la
fase movil y del movimiento Browniano de las moléculas del soluto el cual causa la difusion dentro y

fuera de la fase estacionaria (resina). La separacion en la columna de filtracion depende de la



capacidad diferencial que tiene 1a 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 rapidamente. Las moléculas
pequefias, pueden pasar por los poros y, por lo tanto se mueven mas lentamente pues interactian en

mayor proporcion con laresina. De esta manera la velocidad de elucion es decreciente, con respecto

al tamaho molecular.

Entrecruzamiento. Con el entrecruzamiento con agentes bifuncionales, tales como el
glutaraidehido, se puede obtener una “fijacién” rapida de los oligémeros intermediarios. El subsecuente
analisis por geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio(SDS-PAGE]) es utilizado
para medir la distribucion de tales conférmeros durante el proceso de plegamiento y analizario. Se
emplea el glut’araldehido por las siguientes razones: una reaccion rapida y completa con residuos
accesibles de\i\r‘.ina; la estabilizacion rapida por la reduccién con borhidruro de sodio (NaBHJ); la
reaccion con ef?.glutara!dehldo no solo es como mondémero, $ino también como un polimero
heterogéneo, lo que pemite enlazar a todos lo-s grupos reactivos y fijar un estado preciso; y, la
optimizacion de la reaccion para minimizarse a un entrecruzamiento interparticula. Asi el
entrecruzamiento con este agente permnite la deteccion y evaluacion cuantitativa de los

intermediarios(9,34) (fig.8) .

SubunidadJ—(CH)s —NH, + ug—(cuz)a—gu

Lys Glutaraldehido
2H,0

Subunidad ) — (CH2)4 —N=CH—(CH,)3 — CH=NACH) Subunidad

Figura 8. Reaccién del glutaraldehido.
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Técnicas.
Purificacion:

-Homogenizacion. En este paso se utilizan placentas frescas, las cuales son inmediatamente
disectadas de los principales vasos, tejido conectivo y membranas fetales. La porcion restante,
correspondiente al trofoblasto, se mezcla en un amortiguador de fosfatos SmM, pH 7, 20% (v/v) de
glicerol, 1mM de EDTA, y 0.01% de azida de sodio (medio A); en una relacion de 2:1. Esta mezcia se
homogeniza.en un polytron. El homogenizado asi preparado se centrifuga a 10 000 xg durante 30
minutos, en una centrifuga Sorvall RC-5B y un rotor GSA; una vez hecho esto el sobrenadante se

colecta y el precipitado se desecha.

-Precipitacion con Sulfato de Amonio ( (NH.).SO4). En la precipitacion de ta 17p-HSD se utiliza
(NH,)2S0., esta sal se agrega lentamente a la solucidén con la enzima, obtenida en el punto anterior
hasta aicanzar un 50% de saturacion. Durante este proceso el pH debe ser mantenido en 7,
agregando hidroxido de amonio. Ya agregada la sal, se deja que la precipitacion se lleve a cabo
aproximadamente dos horas, entonces se centrifuga a 10 000 xg durante 30 min, utilizando el mismo
equipo gue en el punto anterior. El sobrenadante se descarta y el precipitado se resuspende en un
amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7, 50% (v/v) de glicerol (medio B), en el que se puede almacenar.

-Tratamiento con calor. En el caso de la 17p3- HSD es recomendable, para este punto, obtener

unas cinco placentas procesadas hasta el paso anterior, una vez que se tienen asi se colocan en



bolsas de diglisis y se dializan cMa cuatro litrvos de medio B, esta didlisis se hace a la par del
calentamientoc a 67-68°C, manteniendo una agitacion constante, durante unas tres horas
aproximadamente. Después de que el calentamiento se termina, se continua la dialisis contra medio A
a 2-5°C durante 16-24 horas, con dos cambios de amortiguador. Finaimente el contenido de las bolsas

se centrifuga a 10 000 xg durante 30 minutos. Et precipitado se desecha y el sobrenadante se utitiza en
el siguienms paso.

-Segunda precipitacion con (NH.).SO.. Esta segunda precipitacion, se hace como se describio
para la primera, s6l0 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

centrifugacion se recupera el sobrenadante.

-Cromatografia de intercambio idnico. Parala 173-HSD, el sobrenadante obtenido en el punto
anterior se pasa por una columna de 2.6 x 30 cn de DEAE-sephacel equilibrada con medio A. Una vez
que ia proteina se ha unido a la columna, se eluye con un gradiente lineal de KCi de 0- 0.4 M, y se
colecta en fracciones de 15 mi. El perfil de elucion de la enzima se obtiene mediante el registro

continuo de absorbencia a 276 nm, las fracciones que contienen a la enzima se localizan mediante
medidas de actividad (fig.9).
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-Cromatografia de afinidad. Para la 17p- HSD. Las fracciones con enzima obtenidas de la
columna de intercambio ibnico, se precipitan con (NH.).SO, y se dializan como ya se describié. Se
centrifugan a 10 000 xg durante 15 minutos en la centrifuga Sorvall y en el rotor SS34. El sobrenadante
s@ pasa por una columna de 2.6 x 5cm de azu! de cibacrom previamente equilibrada con medio A, y se
colecta en fracciones de aprox. 7.5 mi. Para le elucion se practica un gradiente con NADP (0-30uM) de
donde se obtiene la enzima pura(34g). El perfil de Ia elucién de 1a enzima se puede obtener por el

registro cominuo de absorbencia de 276 nm, las fracciones con enzima se localizan por actividad.
(fig.10).

Para of ensayo de actividad, se mide la reduccién de NAD por el 17p-estradiol siguiendo el
incremento lineal inicial de 1a absorbencia a 340 nm en un espectrofotdmetro Cecil 5000 de doble rayo.
El medio de reaccion fue preparado a un volumen final de 1 mi, con 0.5 mM de NAD y 50um de 17p-
estradiol en un amortiguador de fosfato de sodio 59 ™M, pH 7,y 1 mM de EDTA.
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La determinacion de la concentracién de la proteina se hizo de acuerdo al método de
Lowry(35).

Para evaluar |a pureza de la enzima, se hicieron electroforesis en PAGE- SDS en condiciones
desnaturalizantes, electroenfoque, y filtracion molecular. Para la electroforesis se utilizo el sisiema de

buffer discontinuc (36), en el cual se elaboran dos geles: el empacador con poliacritamida al 4% vy el
separador con poliacrilamida al 11%.

-Electroenfoque preparativo. Para el slectroenfoque se utilizé una mezcia de anfolitos en un
intarvalo de pH de 3.3 a 7.28, para su elaboracion se mezclaron 300 i de anfolitos(Bio-Lyte de Bio-
Rad) de pH 3-5, 300 ul 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 corrié una muestra (1 ml) de la enzima
durante 6 hrs, en un Rotofor preparative IEF cell de Bio Rad. Para detectar la fraccion donde se
obtuvo ia proteina se practicaron geles de poliacrilamida en gradiente de poro (4-20%) en presencia de
SDS en condiciones desnaturalizantes y se midio el pH de las mismas.

-Desnaturalizacion de la enzima por urea. Para los experimentos de inactivacion, se tomaron
muestras de |a enzima (48 nM) y se incubaron en soluciones de urea a diferentes concentraciones (de
0.5 a 8M) en un volumen final de 1 ml completado con el amortiguador de fosfatos SOmM pH7, 1mM de
EDTA, durants 12 horas y a temperatura ambiente. Transcurrido este tempo se midio la actividad
residual agregando 30 ul de una
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solucion que contenia NAD y estradiol a una concentracion cercana a la saturacion (10 Km) de la

-Reversibilidad de la desnaturalizacion. La reversibilidad de la inactivacion se siguid de la
siguients manera: Se incubd a la enzima bajo las mismas condiciones que en los experimentos de
inactivacion, pero ahora a un volumen final de 30 ul; después de las 12 horas, las soluciones fueron
diluidas agregando 1 mi del amortiguador de fosfatos 50 mM pH7: Las soluciones diluidas fueron
incubadas ahi 24 horas mas, transcurridas las cuales se midio la actividad de la enzima.

Filtracion Molecular. Para determinar el estado de agregacion y la modiﬁc-acién de los radios de
Stokes de la 173-HSD, se utiliza una columna de sephacryil S-300 HR (con un intervalo de separacion
de peso molecular de 1x1™ - 1.5x10%) de 5 x 200 mm, equilibrada con un amortiguador de 50 mM de
fosfato de sodio pH 7, la concentracion requerida de urea en el intervalo de 0.5 a 8 M y 0.5M de NaCl.
Las muestras de enzima (0.2 mg/mi) fueron incubadas por 12 horas en el amortiguador de fosfatos 50
mM pH 7, con la concentracion correspondiente de urea; de estas soluciones se aplicaron alicuotas de
50 ul y fueron eluidas a una velocidad de flujo de 10 mi/h a temperatura ambiente. El perfil
cromatogréfico de la proteina fue registrado continuamente a una absorbencia de 276 nm. Para la
calibracion de la columna se emplearon proteinas de peso molecular y radio de Stokes conocidos,

como marcadores(37,38).
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-Entrecruzamiento. El estado de agregacion de ta 17p3-HSD en presencia de varias
concentraciones de urea fue también determinada por entrecruzamiento con glutaraldehido, seguido
por el analisis en geles en gradiente de poliacrilamida de 4-20% en presencia de SDS en condiciones
desnaturalizanes. La enzima se incubo de 0 a 8M de urea a intervaios de 1.

El entrecruzamiento fue hecho mezclando 10 g de 1a proteina, incubada a las concentraciones
requeridas de urea como ya se describio, con glutaraldehido (25% p/v) a una concentracion final del
1% en el amortiguador de fosfato de sodio 50mM pH7, en este medio se deja en incubacion durante 2
minutos, transcurridos los cuales se agrega NaBH4 para reducir |a base de Shiff formada y dar un
cociente molar final de NaBH4/glutaraldehido de 2. Después de 20 minutos de incubacion a
temperatura ambiente la proteina fue precipitada con desoxicolato de sodio y acido tricloroacético,
redisueito en 20 ul de amortiguador 0.15 M de T_ris-HCl pH 8.8, con 1% de SDS y 50 M de DTT, y

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

-Purificacion. La purificacion hecha como se describe en el protocolo de este trabajo, da una
muestra de 10.08 mg de enzima pura que es estable por varios meses guardada a 4°C; registra una
actividad de 7.01 U mg~ y un rendimiento del 18 %; comparada con el extracto inicial, 1a enzima se
purificé en un factor de 3 450 veces (Tabla 5).
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Proceso mgimi m Unidades Uimg Purtficacion Rond;zionh
Homogenizacién 29 6280 369 0.00203 1 100
con s 770 260 0.00950 46 70
(ML) 8O,
Calentamiento 9.7 640 202 0.0325 16 55
2° Precipitacién con a1 78 143 0.0450 23 s
(NHS0:2)x
Elucion DEAE 43 80 123 0.359 177 33
Elucion gel azut 0.21 a8 72 7.01 3450 18

Tabla S. Purificacién de la 178-estradiol deshidrogenasa
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La enzima fue monitoreada continuamente después de cada paso, por actividad catalitica y
electroforesis en PAGE-SDS en condiciones desnaturalizantes(fig. 11).

Los criterios de pureza utiizados fueron: geles de electroforesis en PAGE- SDS, fitracion
molecular, y el slectroenfoque de la enzima, 10s cuales mostraron los siguientes resultados:

En los geles de electroforesis en PAGE-SDS, se obtuvo un peso molecular de 38 459 Da por
subunidad de |a enzima, esta detarminacion se hizo con ia ayuda de los estandares de peso molecular

utiizados en cada corrida del gel. Estos estandares son polipéptidos de peso molecular que cubren el
imervaio de 10 000 a 200 000 Da (fig.12).

-Electroenfoque. En esta técnica la enzima se detectd en una region correspondiente a un pH

de 5.125, en las fracciones 14 y 16 de nuestro ensayo, lo que corresponde al punto isoeléctrico de ia
enzima pura (Fig. 13)

Asi mismo el espectro de absorcién de la enzima pura se muestra en ia figura 14.

-Filwracion molecular. En la columna de Miracion, se obﬁvo un pico en la zona de los 70 000
Da, vy un radio de Stokes de 3.46 nm, comrespondientes con el dimero de la enzima pura; esta

dewrminacion se hizo con base en las calibraciones previas con proteinas de peso molecular y radios
de Stokes bien conocidos.
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Figura 11. Purificacion de la 178-HSD, durante los distintos procesos de purificaciéon. Carrit 1y
6, marcadores de peso molecular; carril 2, extracto crudo de la placenta; carril 3, muestra de
ingreso a la columna de DEAE; carril 4, muestra de ingreso a la columna de azul de cibacrom; y

carril 5, enzima pura. Todos los carviles corrieron con una cantidad de proteina de Sug en cada
carril.
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Figurs 12. Detenminacion del peso molecular de la subunidad en el gel de poliacrilamida en
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-Inactivacién de la enzima con urea y su reversibilidad. La incubacién de la enzima en urea,
muestra un decremento en la actividad residual conforme la concentracion del desnaturalizante
aumenta. Esto ocurre hasta 4M, después de esta valor la actividad se pierde compietamente 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 (fig.15).

-Filtracion molecular. Los perfiles de elucion obtenidos de las muestras de enzima nativa y las
tratadas con urea muestran un patrén de desnaturalizacion semejante al reportado por otros
investigadores en presencia de otros agentes y/o caracteristicas(8,9,20). En este caso la enzima nativa
muestra un soélo pico cromatografico que eluye en la zona correspondiente a un peso molecular de
aproximadamente 69 000 Da y un radio de Smke§ de 3.46 nm. Con 0.5 M de urea este pico se mueve
hacia el area correspondiente a un peso molecular y radio de Stokes mayores (fig.16, A) , ademas
aparece un nuevo pico que eluye con el volumen muerto o parte excluida de la columna, lo que sugiere
fa formacion de especies poliméricas a causa de la urea, con los incrementos de esta, se observan
cambios en la proporcion de estos dos picos, y el pico de la enzima nativa disminuye notablemente
hacia 3M (fig.16,B), donde sodlo se observa un pico en la zona correspondiente a la exclusion de la
columna, este fendbmeno se observa hasta 5M; la forma asimétrica del pico habla de la inclusion de
proteina en diferentes estados de agregacion. A partir de 6M de desnaturalizante, aparece un nuevo
pico que da un radio de Stokes de 42 nm, que probablemente corresponde al monomero

desnaturalizado, de acuerdo con los experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehido.
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Figura 15. Los cambios de la actividad de la 17B8-HSD, en funcién de diferentes concentraciones
de urea. Los resultados estén expresados en términos de actividad de una muestra de enzima a
una concentracion de 48 nM. Cada punto es ¢! promedio de cuatro determinaciones.



-Entrecruzamiento. E! entrecruzamiento con glutaraldehido como agentg bifuncional permite la
deteccion y evaluacion del estado oligomerico de la proteina. La enzima nativa entrecruzada muestra
s6lo una banda, correspondiente a un peso de alrededor de 70 000 D en l|a electroforesis en geles de
poliacriamida en presencia de SDS, peso que corresponde al dimero, es decir, la enzima en estado
nativo. El analisis de los geles en gradiente mostré la presencia del dimero 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
agregados es predominante, y es a partir de esta concentracion que aparece una banda que migra a
una zona cofmespondiente a aproximadamente 33 000 D, muy parecido al correspondiente al
monomero de |a proteina, 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 podria ser el dimero, pero

que no muestra actividad (fig.17).
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Figura 16. A) Cambio de los radios de Stokes correspondientes al dimero a distintas
concentraciones de uwrea.
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Figura 17. Patrén electroforetico de la 175-HSD en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, después del entrecruzamiento con
ghutaraldehido. (A\Marcadores de peso molecular (caril 1); enzima nativa (carril 2); enzima después del entrecruzamiento (canil 3). (B) 17p-HDS
incubada en urea 1-8 M (camiles 1-8, respectivamente) y entrecruzada con glitaraldehido; enzima nativa (camil 9); marcadores de peso
molecular (canil 10).



La purificacion de la 173-HSD de placenta humana se hizo en cinco pasos relativamente
sencillos, que incluyen el uso de una columna de intercambio idnico y el de una columna de afinidad,

este método permite obtener cantidades suficientes de enzima que permiten realizar los estudios
estructurales que se trataron en este trabajo.

El uso de agentes desnaturalizantes en los estudios de plegamiento de proteinas es un proceso
bien documentado. sin embargo, en el caso de la urea el mecanismo de accion no es bien conocido,
aunque muy probablemente su poder de desnaturalizacion resufta de una combinacion de efectos. Por
ejemplo, dos caracteristicas generales estan bien establecidas: este reactivo disminuye las
interacciones hidréfobicas que mantienen junta la estructura, y ademas, interactia directamente con fa

proeina. En el caso de muchas proteinas oligomeéricas, los resultados de estos estudios han mostrado

que los cambios en la estructura durante la transicion enzima nativa/ enzima desnaturalizada estan

acompahados, primero, por la disociacion de sus subunidades.

En esw trabajo se obtuvieron algunos datos que nos permiten profundizar en Ia conducta de
desnaturalizacion de la 17B-HSD de placenta humana inducida por urea (tabla 5).

€l anadlisis hecho muestra que 1a desnaturalizacion sigue un patrén bastante complejo, camo es
de esperarse para una proteina oligomérica. Durante este estudio se observan principaimente los
cambios en ia estructura cuaternaria, pues la naturaleza de esta es dependiente de la concentracion

de urea, ya que, la enzima tiene un delicado balance de fuerzas no covalentes que, a la exposicion de
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[Urea) i ) 3 4 5 ] li ]
Reversiviéidad + + + + + +
Estado de Dimero  Dimero  Agregados  Agregados  Mondmero  Mondmes  Mondmern  Mondmero
agregacion
Radio de Stokes n 39 - - - - 42 42

Tabia §. Principales cambios durante la desnaturalizacion de la 17p- estradiol deshidrogenasa.
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ciertas concentraciones del agente desnaturalizante se debilitan y rompen, logrando que la enzima se
abra al menos parciaimente, lo que provoca la transicion a conformaciones menos ordenadas que

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

De esta manera, con la evidencia que se obtuvo en los experimentos, se pueden encontrar los
siguientes cambios 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 transicion conformacional es simultanea
con la presencia de una serie de especies oligomericas de mayor peso molecular que el dimero. Estas
especies eluyen en el volumen de exclusién de la columna de filtracion (sephacryl s-300), es decir son
tan grandes que la columna no alcanza a resolverias. Ademas, las medidas hidrodinamicas de las
muestras de enzima en este intervalo de concentraciones de urea muestra un incremento gradual en
los radias de Stokes de las especies diméricas, hecho que sugiere un estado en el cual la 173-HSD se
expande. Una hipétesis alternativa, que explique este incremento en los radios de Stokes, podria ser la
existencia de un equilibrio rapido entre el dimero y el tetramero, en el que se favorece este ultimo por el
incremento en las concentraciones de urea; sin embargo, esta explicacion se puede desechar con la

avidencia en los experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehido, donde el tetrAmero no aparece

como forma predominante.

Ademas 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 dilucion 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 podria
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indicar que algunos de los intermediarios poliméricos son al menos parciaimente activos, hecho que

podria sugerir ia presencia de un intermediario estable tipo glébulo fundido.

La siguiente etapa en la desnaturalizacidon de la 17B-HSD, coincide con la inactivacion
irreversible de la enzima; que ocurre en el intervalo que va de 3 a 5M de urea. Esta transicion no esta
acompaflada de cambios conformacionales muy grandes. De hecho, en estas concentraciones el perfil
de filracion (sephacryl S-300) de la enzima esta caracterizada por un pico asimétrico que eluye en el
volumen muerto de la columna, y las especies diméricas no se detectan mas. Ademas la enzima
entrecruzada muestra que en este intervalo la abundancia de agregados esta al maximo. 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 atterado y no funcional.

Por ultimo un nuevo estado se observa a concentraciones de urea mayores a 5SM. En este
estado una conformacion completamente abierta es alcanzada, y se observa la disociacién de las
mokéculas de alto peso molecular, como se puede ver en los experimentos de filtracion 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; simultaneamente, en los perfiles de filtracion, el pico correspondiente a los agregados va
disminuyendo aunque no desaparece completamente. Esta nueva especie corresponde al monémero
desnaturalizado, hecho que se basa en Ia evidencia mostrada en la electroforesis en SDS-PAGE, y
después del entrecruzamiento, donde se encuentra una banda de proteina que da un peso molecular

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

monomerica.
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En general sobre la desnaturalizacion de la enzima, se puede destacar primero: ia presencia de
varios intermediarios de desnaturalizacién, heterogeneidad similar a la obtenida en ofros estudios (30).
Y segundo, la existencia de un paso limitante en la reversibilidad de la reaccién de desnaturalizacion,
pues aunque e! monémero obtenido por la incubacion en 8M de urea podria recuperar algo de su
estructura secundaria y terciaria después de la dilucion de ia urea, el estado nativo nunca es
recuperado, ya que, en un experimento adicional, se hizo la recromatografia en la columna de filtracion
y el resultado mostré un pico asimétrico que eluye en el volumen de exclusién, similar al pico obtenido
con menores-concentraciones del desnaturalizante y correspondiente a la enzima agregada.

El efecto de 1a urea en la estructura cuaternaria de la 173-HSD es contrastante con el

reportado para otras enzimas (38-41), donde la disociacion de subunidades y la posterior

desnaturalizacion de estas parece ser el principal esquema de desnaturalizacion. 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 2.8M

aproximadamente) hay un incremento moderado en la hidrofobicidad del medio que induce la pérdida
parcial de la estructura nativa, exponiendo mas area hidrofobica y residuos de aminoacidos
normalmente encubiertos; las especies resultantes son inestables bajo estas condiciones, o que
provoca la formacién de los distintos oligémeros. como podemos ver con ef entrecruzamiento y los

petfiles de elucidon de la cromatografia donde parece haber una expansion 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 ia hidrofobicidad es muy grande y resulta en
ia disociaciéon y apertura de la enzima, en este intervalo de concentraciones del desnaturalizante, el

monomero abierto parece ser la especie mas estable.

El hecho de que ia agregacion de la estradiol deshidrogenasa fue revertido sélo con el aumento
de las concenfraciones de urea, habla de la carencia de fuerzas covalentes en este esquema (a
excepcion de la estructura primaria). Asi, las interacciones hidrofébicas deben ser el eje principal
durante la agregacion de la enzima. El rendimiento y velocidad de la reconstitucion dependen de la
desnaturalizacién asi como de las condiciones de los disolventes durante la renaturalizacion. La
principal reaccion paralela que tiene que ver con la reconstitucion es la formacién de agregados
generados por las interacciones moleculares débiles de los grupos que en la molécula nativa estan

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 ios agregados para regresar a la estructura del dimero nativo; en este sentido, se
realizo un experimento adicional en donde una muestra de la enzima incubada a 8M de urea como se
describié en los métodos, se dializé exhaustivamente, y mostré un perfil de elucidon, en ia columna de
firacion, donde solo 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 podrian deteminar los cambios
en la estructura secundaria y terciaria utilizando técnicas como. dicroismo circular, fluoresencia
intrinseca, y medidas de hidrofobicidad con acido-1-anilinonaftaleno-8-sulfonico (ANS), a fin de

correlacionar estos cambios con los ocurridos en el estado de agregacion.
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Conclusiones.

Basados en la evidencia experimental, |a transicion enzima nativa/ enzima desnaturaiizada de

ia 17p-HSD en urea se puede resumir de la siguiente manera.

NS A—> A M

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

Donde N es ia enzima nativa en su estado dimérico; y A, la enzima agregada, estos dos
estados son reversibles, tanto que por la simple dilucién de ia 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. Asi aunque A y A* sean estados poliméricos de la enzima, el
estado conformacional debe de ser distinto. M, es el mondomero completamente deénaturalizado,

resultado de la disociacion.

El hecho de que la desnaturalizacion por urea de la 178-HSD de placenta humana promueva la
ransicion de un dimero nativo a un estado agregado y finalmente al monémero desnaturalizado,
cugiere que el estado nativo de la proteina es estabilizado casi exclusivamente por interacciones

hidrofébicas en la interfase de las subunidades y no por fuerzas de naturaleza covalente.
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