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ESQUEMA CONCEPTUAL DEL TRABAIO0 ANALITIGO

Quimica Analitica:

Resolucion de un problema quimico:
medicién<>monitoreo<>caracterizacion
¥
Analisis Quimico y Fisicoquimico
Caracterizacion Quimica

1

DETERMINACION ANALITICA < TECNICA OPERATORIA
(exactitud, precision, sensibilidad, selectividad, eficiencia)

\J

METODOLOGIA ANALITICA
METODOS METODOS METODOS

l |
Reacciones quimicas ’ Captura y
Reacciones electroquimicas aparatos, instrumentos procesamiento
Reacciones de distribucion sistemas analizadores de datos.

l

Quimica en disolucion Quimica Instrumental Quimiometria
electroquimica Interfases A/D
interfases hojas electronicas

(A. Baeza, ALDEQ. En preparacion. 1999.)



lista De Abreviaturas

Cas= Concentracién dei amortiguador

DME= Electrodo Goteante de Mercurio

E,,= Patencial de media ohda

E.C.S.= Electrodo de Calomel Saturado

EDTA= Etilendiaminc Tetra-acetato

GSH= Glutation Reducido

G5S5G= Glutatién Oxidado

GR= Glutation Reductasa

iy= Corriente timite de difusion

K= Constante de Michaelis-Menten

n= Coeficiente de Hill

NAD'= Dinucledtido de adenina -nicotinamida oxidado

NADP*= Fosfato de dinucledtido de adenina 3-nicotinamida oxidado
NADPH= Fosfato de dinucledtido de adenina p-nicotinamida reducido
NEM= N-Etilmaleimida

[S],.s= Concentrac:on de sustrato en la que v=0 5V,

Tris= Tris-hidroximetil-aminc-metano

v=Velocidad o actividad enzimatica.

V.= Velocidad maxima o velocidad de saturacion



La determinracion de glutatién oxidade vy glutation reducide es importante para
evaiuar e} estrés cxidativo ai que se enfrenta un organisme. Mediante fa glutatién
reductasa es posibie determinar esias especies ya sea mediante e disefio de un biosensor
¢ por polarografia ce corriente directa.

En este trabajo expermental de tesis se evalud el comportamiento electroguimico
de la glutation reauctasa con respecto al glutatién oxidade; en un medio con exceso de
NADPH v empleando como medio de disolucion amoriguador Tris pH 8.0 de
concentracion 0 ¢t M y nitrato de potasioc 0.1 F como electrolito soporte. La técnica
electroanaliiica emzieada en la determinacion de los parametros cingticos de la GR fue la
polarografia clasica.

Et conocimento del comportamiento electroquimico de la glutatién reductasa
permitira medir la cantidad presents de G8SG y GSH en muestras bioldgicas en trabajos

posteriores.



INTRODUCCION

N importancia del Glutatién y 1a Glutation Reductasa

El glutation reducido (GSH) es un tripéptido constituido por tres aminoacidos: ackdo
glutamico, glicina y cisteina. Al oxidarse forma un puente de disulfuro con otra molécula de
glutation para producir el giutation oxidado (GSSG)(1).

HoN

HCOC

GSH GS8G

Ei glutation participa en los mecanismos de defensa del organismo contra dafio
oxidativo y en las reacciones de conjugacion con xenobioticos. Los compuestos
conjugados son especialmente aquelios de caracter electrofilico. Entre ios tipos de
metabalitos que se pueden conjugar con glutation se incluyen compuestos N-hidroxilados,
uretanos, sulfonamidas, aminas aromaticas, tiofenos, triazinas, éteres, compuestos
nitrados, compuestos halogenados, sulfatos, compuestos con dobles enlaces, etc.(2).

El sistema de glutation peroxidasa pertenece al conjunto de sistemas encargados

de la defensa del organismo contra agentes oxidantes. Ef sistema de glutation peroxidasa



es el sistema mas importante en el manejo intracelular de especies de oxigeno reactivo
{3).

El glutatién GSH reduce el perdxido de hidrégeno, producide per la dismutacion
del superdxido a agua; esta reaccién es catalizada por la glutation peroxidasa. Esta
enzima también cataliza la reaccién para remover hidroperdxidos lipidicos producidos
después de la degradacion oxidativa de lipidos de membranas celulares (3).

20, Superdxido dismutasa H,0, + O,

2 GSH + H;0, CuteténPeoddisa, 355G +2H,0

2GSH + LOOH SaténPeondasa o, GSSG + LOH+ H,0

Es importante mantener jos niveles de GSH para poder mantener la actividad de la
glutatién peroxidasa. Por tanto, las células contienen la glutation reductasa para reducir el

(GSSG inmediatamente a GSH empleando NADPH como cofactor de [a enzima (3).

Aungque solo un pequeiio porcentaje del GSSG generado es liberado del interior
de las células, cualquier cambic en la formacidn de GSSG se ve reflejado en cambios
similares en la cantidad de GSSG extracelular. Es decir, un incremento significativo de
(GS8G en hilis 0 en sangre indica una actividad elevada del sistema de defensa contra
especies de oxigeno reactivas, es decir, se refleja un mayor estrés oxidativo en el

organismo humano (4).

i) Especiacidn de glutation

Es importante poder cuantificar el glutatién total, asi como cuantificar el GSH y el

GS8S5G; ya que, como ya se menciond, al poder monitorear la formacion de GSSG se tiene



un indice de la actividad del sistema de defensa endégeno contra especies de oxigeno
reactivas (4).

La literatura reporta métodos enzimdticos espectrofotométricos v métodos
cromatogréficos (5,6,7,8,9) para la cuantficacion del glutation,

Entre los métodos enzimaticos para determinar el glutatién cabe citar:

Método enzimético de determinacion de glutation total. La suma de las formas

oxidadas y reducidas de glutation puede ser determinadas empleando un método
cinético en el cual las cantidades cataliticas de GSH o GSSG y glutatiéon reductasa
producen una continua reduccién de 5,5 -ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) o DTNB debida al
NADPH como se muestra en las sigutentes reacciones:

2GSH + DTNB > GSSG + 2TNB

GSSG + NADPH + H ~Szwaredcass . 9GSH + NADP'

NADPH + H" + DTNB 3088 e 2TNB + NADP*

La velocidad de la reaccién es proporcional a la concentracion de glutation en
valores arriba de 2 pM. También, se pueden determinar unicamente los niveles de GSSG
haciendo reaccionar &l GSH con NEM, previo al andlisis de la muestra. La formacién de 5-
tio-2-nitrobenzoato (TNB) se sigue espectrofotométricamente a 412 nm. La sensibilidad
del ensayo puede mejorarse midiendo el NADPH por medio de fluorometria (4,8).

Determinacién de GSH por el método de la glioxilasa |

£l glutation reducido es convertido especificamente por la glioxilasa | de acuerdo a
la reaccion:

GSH + metilglioxal 21X}y o [actoil-GSH



La formacion del producto puede ser moniioreada directamente en una longitud de

onda de A = 240 nm.

Método de o-ftaldialdehido

El GSH forma un complejo fluorescente con o-ftaldialdehido (OPT), el cual muestra
un méaximo de excitacion a 350 nm y un maxime de emisién a 420 nm.

Determinacion de Glutatidn oxidado

El GSSG es determinado especificamente por medio de la glutatién reductasa como
se muestra en la reaccion:

GSSG + NADPH + HI Suainedie=a_ 9GSH + NADP'

La reaccién se monitorea directamente por determinacién del NADPH consumido

mediante espectrofotometria o fluorometria a niveles tan bajos como 0.1 pM (6).

Métodos cromatograficos

La cromatografia acoplada con analizadores de aminoacidos o derivados de DNP
ha sido util en la cuantificacién de glutation en el intervalo de nanomolas. También, se han
reportado métodos que se basan en la reaccion del acido yodoacético con derivados de
tioles para formar derivados de S-carboximetile-glutation, sequido de una derivatizacion de
grupos aminos con reactivo de Sanger, estos métodos ncorporan  deteccion
espectrofotometrica (7), otro método cromatografico acopia deteccion fluorométrica
mediante derivatizacién con cloruro de dansilo (9). Otra metodologia reportada es mediante
HPLC que incorpora un detector dual electroquimico para determinar glutation y cisteina
{8). Los métodos citados han sido probados en muestras biclogicas como plasma, sangre,

higado de rata, etc.



Las determinaciones de glutation mediante cromatografia presentan una gran
sensibilidad pero son muy costosos, requieren derivatizacién del glutatién y consumen
mucho tiempo; los métodos espectrofotométricos tienen la desventaja de que estan sujetos
a interferencias por un mal tratamiento de la muestra o la presencia de otros ticles. Los
métodos enzimaticos acoplados a espectrofotometria presentan la ventaja de que son
especificos y pueden llegar a ser muy sensibles, pero solamente el método con DTNB es
adecuado para realizar determinacién de las especies GSH y GSSG en muestras
biologicas (4). Tanto en las determinaciones - cromatograficas como  las
espectrofotométricas se requiere una gran manipulacion de la muestra y se emplean
medios quimicos complejos, lo que provoca que aumente el efror por la propia

manipuiacion y que se degrade mas facilmente el glutation

[} Propiedades de [a glotatién reductasa

La giutation reductasa es un miembro de la familia de las oxidoreductasas de
disulfuro las cuales catalizan una vanedad de reacciones diferentes de oxido reduccion.
Esta enzima es un dimero cuyas subunidades estan covalentemente unidas mediante un
puente de disulfurc interno. El peso molecular de la glutation reductasa de levadura esta
reportado en 118,000 y 124,000 {10}.

Esta enzima cataliza la reaccién de oxido-reduccion del glutation oxidado (GSSG) a

glutatiéon reducido (GSH) empleando NADPH como cofactor.

GSSG + NADPH + H Suatin iduatasa ., 2GSH + NADP*
La glutatién reductasa contiene el grupo prostético FAD (dinucledtide de fiavina

adenina), el cual se encarga de ia transferencia de electrones. Las flavinas son sustancias



que contienen un anillo isoaloxazina, este anillo puede reducirse aceptando un hidruro y
un protén,

Las constantes cinéticas de la GR obtenida de levadura corresponden a:
Kin(GSSG)= 55 uM. Kn{NADPH)= 3.8uM y Vie= 15*10° molyaosr/(min*moleag). Estas
constantes fueron determinadas en amortiguador de fosfatos pH 7.6 y temperatura 25°C
mediante métodos espectrofotométricos (10).

Mecanismo Catalitico

El mecanismo de reaccidén ocurre via dos fases (12). En la primer fase de la
reaccién ocurre la formacién de un intermediario estable reducido con dos electrones
(EHy), E representa a la glutation reductasa en su estado oxidado y EH; a la glutation
reductasa en su forma reducida.

1) E+ NADPH+ H* —“*‘—'——Pl EH,+ NADP”

Después de la adicion de glutation oxidado, la enzima reducida EH, reacciona
para formar ei GSH y completar el ciclo catalitico.

2)  EH,+GSSG «—— E.20sH

La glutatién reductasa contiene un puente de disulfure activo el cual en su forma
EH, ha aceptado un par de electrones y ha sufrido una ruptura para formar un ditiok. La

secuencia de aminoacidos de la glutation reductasa indica que el puente de disulfuro

activo se forma entre |a cisteina 58 y la cisteina 63.

Fase 1. Reduccidn de fa Enzima.

En el primer paso el NADPH se une a la enzima oxidada E, se reduce
inmediatamenta Ia flavina, produciendo NADP". El anién de flavina resultante tiene una
existencia breve. Estudios espectroscopicos sugieren que la fransferencia répida ce

slectrones entre la flavina y el puente de disulfuro activo ocure a través de la formacion

-10-



un enlace covalente entre el tomo de azufre de la cisteina 63 y el atomo de carbono de la
fiavina Cda. Esto libera a la Cys58 en su forma anidmica, la cual toma un proton del medio
para formar el grupo tiol. Ef aducto de Cys63-flavina se colapsa en un par de transferencia
de carga, éste complejo es de naturaieza no covalente y su formacion implica que un par
de electrones son parciaimente transfendos de un donador, el ion tiolato CysB63, a un
aceptor, en este caso el anillo de flavina oxidado (12}

La liberacién del NADP™ produce a ia glutation reductasa reducida EH;.

. FADH.
FAD R ’
NADPT — 5
L. S
J  eNaDPH W s
|— Hisyg
| . His,-
NADP
L—— D FAD
. : N A— .
| %H ADP . SH
I sy —- SH
|l . His_. — Hisygs

Esquema 1. Mecanmismo catalitico de la GR. Fase 1, reduccion de la enzima.

Fase 2. La enzima se regenera a su forma oxidada reduciendo al GSSG

En la segunda fase la reaccion comienza con la union del GSSG a la EH,. El atomo
de azufre de Cys58 ataca nucleofiicamente al atomo de azufre de la unidad de glutation

(S mas cercana a Cys58, formando un puente de disulfuro entre la enzima y el grupo GS

11 -



y liberando la otra unidad de glutation como GS". El His 467 promueve esta reaccion
mediante la abstraccion del proton del atomo de azufre de Cys58.

El grupo GS’ es protonado por el His 467" y se libera GSH.

En el paso final de ta reaccion de la glutatién reductasa el tiolato de Cys63 ataca
nucleofificamente al atomo de azufre de la CysSB para volver a formar el puente de

disuifuro activo y liberar el segundo GSH.

_..._.:FAD _-'FAD
: SH
R S¥ —
r—— e | o &
l—— SH .
His"4e:H
}_ Hj5457 }_ § 467 GSSG
l— FAD
: _ FAD
— % -H éH
%0 / 5-5G
.- His ;
“ GSH |— His 467H
.. FAD
L — S -
S! +68 —H_» GSH
- HiS.ia‘,l

Esquema 2. Mecanismo catalltico de la GR. Fase 2, regeneracién de la enzima a su forma
oxidada al reducir et GSSG.
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IV} Principios De Polarografia Clasica

La voltamperometria abarca un gran nimero de técnicas analiticas, en las que se
determinan las relaciones entre la comiente y el potencial durante los procesos
electroquimicos. La polarografia es una rama de la voltamperometria.

La polarografia fue inventada por Jeroslov Heyrovsky en Praga en ef afo de
1922, y le merecié el premio Nobel en 1988,

En la polarografia, la corriente que circula en la celda se mide en funcion del
potencial del electrodo de trabajo. Esta corriente suele ser proporcional a la concentracion
del analito. Las técnicas polarograficas mas sensibles tienen un limite de deteccion

proximo a 10° M y precision cercana a 5%,

En la polarografia de corriente directa (“polarografia clasica”), el electrodo de
trabajo es una gota de mercurio suspendida del extremo de un tubo capilar de vidrio. El
analito puede ser oxidado o reducido en la gota de mercurio. La corriente circula en un
electrodo auxiliar cuya naturaleza es variada (platino, acero, carbén grafito, etc.), y un
electrodo de referencia que puede ser un electrodo de calomel saturado o un electrodo de
plata/cloruro de plata. El potencial de la gota de mercunic se mide con respecto al
electrodo de referencia, en el que circula una corriente despreciable (12).

El electrodo de gota de mercurio se utiiza porque la superficie del mercurio
expuesta al anéllito es continuamente renovada. Esto da por resultado una mayor
reproducibilidad que con una superficie estatica, cuyas caracteristicas cambian con el

Uso,
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La gran mayoria de las reacciones estudiadas con el electrodo de mercurio son
de reduccion, debido a que el mercuric puede ser oxidado muy faciimente.

Aungue el potencial normal de reduccion del ion H' es de 0.0 V vs E.C.S., existe
un sobrepotencial de reduccion de H' en la superficie de mercurio; por lo tanto, pueden
realizarse reacciones termodinamicamente mas complejas sin la reduccion simultanea y
competitiva de H'.

Mediante &l empleo de electrodos ineres y disolventes apropiades es posible
cubrir un amplic dominio de potenciales redox.

Una grafica de la comiente en funcién del barrido de pofencial aplicado se
denomina polarograma.

En una disolucién en reposo, el régimen de reduccién u oxidacién es controlado
por la difusién del analito hacia el electrodo. En este caso la corriente limite se llama
corriente de difusién, La disolucién debe estar perfectamente quista para alcanzar el

limite de difusion en polarografia.

La proporcion directa que existe entre la corriente de difusion y la concentracion
del soluto en el seno de la disolucién es la base del empleo de la polarografia en quimica

analitica.

La corriente total medida puede distinguirse entre la corrfente capacitiva o
residual que obedece al fenémeno eléctrico de la formacion de la doble capa eléctrica, esta
corriente no puede eliminarse pero se ve disminuida si el drea electroactiva dei electrodo es
pequefia, como es el caso de la gota de mercurio. El otro tipo de corriente que aparece es

la faradaica que ya esta relacionada conla especie a analizar. Esta corriente faradaica

-14 -



se debe principalmente a como llega ia especie electroactiva a la interfase del electrodo de
trabajo y a la velocidad de transferencia interfacial.

El transporte del soluto hacia el electrodo depende de tres factores: la difusion, el
transporte mecanico {agitacion y conveccidn) y la migracion por atraccién electrostatica. En
polarografia se trata de minimizar los dos Uitimos factores. En el caso del transporte
mecénico el régimen convectivo se mantiene constante por el empleo del electrodo
goteante de mercurio, ademas la disolucién no se agita y se procura eliminar las
vibraciones.

La migracién por atraccién electrostatica de los iones del analito se minimiza con el
empleo de una alta concentracion de electrolito soporte, el cual es una sal inerte.

De esta manera solo la corriente de difusion es la que se registra como variable

dependiente.

i ‘} Eeqtuhbno

V icmvmm

»
E

/i

Ox= Especie oxidada

Red= Especie reducida
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{.a magnitud de la corriente de difusién, medida en el limite superior de cada
oscilacion puede calcularse mediante la ecuacion de llkovic:

ia = (7.08*10%)nCD ?m?t"

Donde iy es la corriente de difusién en el limite superior de las oscllaciones, en pA; n
equivale al nimero de electrones por molécula implicados en la oxidacién o reduccidn de
la especie electroactiva; C es la concentracién de la especie electroactiva, en mmoi/L; D
representa al coeficiente de difusién de la especie eleciroaétiva, en m%/s; m es el gasto de

mercurio, en mg/s y t es el intervalo de goteo, en s.

El numero 7.08*10* es el resultado de la combinacidon de diversas constantes
cuyas dimensiones son iales que iy Se expresa en pA. En la ecuacién de llkovic, ta
cantidad rm*t'"® se denomina constante del capilar; la cual es aproximadamente
proporcional a la raiz cuadrada de la altura (h) de la columna de mercurio medida desde
la parte superior del menisco de mercurio hasta el extremo inferior del electrodo de

trabajo.

Procesos reversibles e imeversibles

Un proceso es termodindmicamente reversible cuando, si se esté situado en el
potencial de equilibrio, una variacion infinitesimal en un sentido u otro produce un gran
paso de comente en el sentido correspondiente. En polarografia, sin embargo, muchas
ondas se obtienen por la aplicacién de un amplio sobrevoltaje. Esto ocurre porque alguna
de las etapas del proceso electrodico es lenta, ya sea la difusién de las especies

reaccionantes o la reaccién de |a transferencia electronica en el electrodo.

-16-



El primer hecho observado es que una onda polarografica irreversible no cumple
rigurosamente la ecuacién de la onda polarografica:

EzEuz_‘Q'?_f'g'*lo% :

By =i
Donde E,,, es el potencial de media onda, i la corriente, n representa el nimero

de electrones que interviene en el proceso e i, es la corriente de difusion.

Una onda irreversible no obedece la ecuacion anterior en el sentido de gue la
pendiente de la grafica E frente a log(i/(isi)) es mayor de 0.0589/n, el cual es el vaior

caracteristico propio de Ics procesos reversibles.

También se observa que el potencial de media onda, E,,, de una onda reversible

@s independiente de la concentracion del analito, por lo que una variacién significativa de

E. en funcién de la concentracion es una prueba de irreversibilidad (13).

Maximos polarograficos de corriente.

Muchas especies electroactivas presentan poiarogramas donde la corriente
rebasa el valor de iy v luego vuelve a estabilizarse. Estos excedantes de corriente son
llamados maximos polarograficos de corriente.

Se han reconacido tres clases de maximos de corriente llamados maximos de
primera, de segunda y de tercera clase. La clasificacion de los maximos polarograficos de
corriente se basa en la identificaclon de las fuerzas que inician y mantienen el flujo de

corriente.
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Los méaximos de primera clase son comunes y se atribuyen a corrientes de
conveccion cerca de la superficie del electrodo. La adicion de trazas de ciertos agentes
tensoactivos como gelatina, Triton x-100 ¢ rojo de metilo suele eliminar estas anomatias.
Estos agentes se denonnan supresores de méximes, e influyen en el comportamiento
convectivo de |a solucion (12,13}

Los maximos de segunda clase resullan del mowvimiento de la interfase mercurio-
solucion, lo cual es causado por e flujo del mercurio dentro de la gota producida.

Los maximos de tercera clase pueden provenir de adsorcién no uniforme, gue
produce diferencias de tension superficial a lo largo de la superficie y consecuente

~ movimiento de la superficie y solucién adyacente (21).

Oxigeno

El oxigeno produce dos ondas polarograficas intensas, la primera onda se debe a
la reduccion de oxigenn hasta peroxido de hidrégeno H,O, y ia segunda corresponde a la
reduccién hasta H,O

Puesto que en toda solucién expuesta al aire se disuelve oxigeno, estas ondas se
superpondrian al potarograma del analito st el oxigeno no se efiminara. El burbujeo de
nitrégeno gaseose en la solucion elimina suficiente oxigeno para que desaparezcan estas

ondas en el trabajo polarografico ordinano (12)
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vl Principios De Cinética Enzimatica

La cinética enzimatica es la rama de la enzimologia que trata de los factores que
afectan la velocidad de las reacciones catalizadas enzimaticamente. Entre los factores
cuyo efecto sobre una enzima son mas interesantes de estudiar se encuentran la
concentracion de estas enzimas, la concentracion de los sustratos, de los productos, los
inhibidores, los activadores, el pH, la fuerza iénica y ia temperatura (14).

Sistemas monogsustrato

Para el estudio de las reacciones catalizadas enzimaticamente, se considera el
sisterma enzimatico mas sencillo que implica un solo sustrato (S) proporcionando un unico
producto (P) en presencia de la enzima (E).

S;Eﬁp

Donde la secuencia de la reaccidon es

E+8 X > ES
<

k-1
ES _E_) E+P
Donde ES se refiere al complejo binario de enzima sustrato. Mediante este modelo se

deriva la expresion matematica

_ 81

-2

(1)
K,
Esta es la ecuacion de Henri-Michaelis-Menten, en la que V,, representa |a
velotidad maxima que se observaria si toda la enzima se presenta como el complejo ES,

[S] es la concentracion de sustrato y K, es la constante de Michaelis. La representacion

grafica de la ecuacion (1) es una hipérbota rectangular con limites de Vi, ¥ -Kn.
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A una baja concentracidn de sustrate, la velocidad iniciai de 1a reaccion es casi
proporcional a la concentracion de sustrato y la reaccion es aproximadamente de primer
orden con respecto al sustrato. Sin embargo, conforme se va incrementando ia
concentracion de sustrato. los incrementos en la velocidad de la reaccion son menores,
por lo que la velocidad de la reaccion ya no es proporcional a la concentracién del
sustrato; en esta zona, la reaccién no sigue cinética de prnmer orden ni de orden cero,
Conforme se Incrementa la concentracion de sustrato, la velocidad de reaccidn se vuelve
independiente de la concentracion y se aproxima a una velocidad constante, En este
intervalo de concentraciones la cinética de ia reaccion es de orden cero con respecto al

sustrato y fa enzima se satura con su sustrato.

Velocidad

v,

Sustrato

Sistemas muifisusirato

En sistemas multisustratos tales como la reaccion

A+B E=P+Q
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el mecanismo puede proceder via formacidon de complejos ternarios intermediarios
mediante diferentes vias secuenciales tales como

E+Am— EA 0 E+B = EB

EA+ 8 == EAB ] EB+A == EAB

EAB——="E+P+Q

Suponiendo gue la transformacién del complejo ternario a los productos es lenta en
comparacion a la velocidad de formacion del complejo se puede obtener una ecuacion de
velocidad, cuya forma depende de la secuencia de reacciones de adicién de sustratos y de
los eventos cataliticos involucrados en el mecanismo de la enzima; de esta forma, en una
reaccion con adicién secuencial v ordenada de sustratos A y B, seguida del evento

catalitico, la ecuacion resultante es:

S (3 N 90 N (S P
(5] Tl

Si la concentracion de A es mucho mayor que su correspondiente K, [A]>> (K

ta ecuacion se simplifica quedando de la siguiente forma

s V e |B)
K &), oY
3]

De la misma manera si [B] >>(K,)s ia ecuacion resultante queda en términos de |a

concentracién de sustrato [A]. Estas ecuaciones corresponden a la ecuacion de Michaelis
Menten para un sélo sustrato. Consideraciohes semejantes demuestran que este
formalismo es aplicable a otro tipe de mecanismos cinéticos (15).

La curva de v frente a [S] es una hipérbola y por tanto es bastante dificil determinar

V. ¥ K, Para facilitar la determinacidn de las constantes cineticas los datos pueden
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reestructurarse mediante la representacion de Lineweaver-Burk, entre muchas otras
representaciones graficas(15).
Representacidn de Lineweaver-Burk: 1/ Vs 143
Esta representacion se basa en la reestructuracion de la ecuacion de Henri-

Michaelis-Menten en una forma lineal:

1 Koy L g
VvV VialS) V max

De esta forma la ecuacién (4) proporciona una linea recta cuya pendiente es
KmfVimax ¥ |2 interseccion con &l gje y es 1/Via Cuando 1/v = 0, (Kn/Vima) *(1/[S]= -1/ Virax ¥

por lo tanto, 1/[S] = -1/K.. La interseccién con el eje x es -1/K,

iv

18]

Las concenfraciones elegidas de sustrato para trazar la representacion inversa
deben estar en las proximidades del valor de K., Si las concentraciones elegidas son muy
altas respecto al valor de K, la recta serd practicamente horizontal. Esto permitira

determinar Vo, perc la pendiente de la recta sera casi cero, Por consiguiente sera dificil
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determmar exactamente K. Si 'as concentraciones de sustrato elegidas son muy bajas
respecto al valor de K, la recte cortara a ambos ejes demasiado cerca del arigen, no
permitiendo que puedan determinarse exactamente ni Vi, ni Ko, A concentraciones de
sustrato muy bajas, fa reaccion s practicamente de primer orden. No hay indicios de
saturacion par 1o que Yy, y K, parecen ser infinitas,

Existen otras representaciones graficas empleadas para determinar la K, ¥ Vi,
siendo la representacion de Lineweaver-Burk una de las mas empleadas. Sin embarge,
actualmente se prefiere emplear .os programas estadisticos por computadora para obtener
estos parametros debido a tos errores inherentes a cada representacion grafica,

Enzimas Alostéricas.

Muchas enzimas son c.gomeros de distintas subunidades de monémeros. A
menudo, las unidades son idénticas, teruendo cada una un sitio catalitico. Si los sitios son
idénticos y compietamente independientes unos de otros, entonces la presencia de
sustrato en un sitio no tendra e‘ecto ni sobre tas propiedades de fa unidn de los sitios
vacantes ni sobre las actividades cataliticas de los otros sitios ocupados. Dicho de ctra
forma, n moléculas de una enzima con un sitio se comportan idénticamente igual que una
moiécula de una enzima de n sites. Tales enzimas dan curvas hiperbdlicas de velocidad y
obedecen a la ecuacion {1).

Si la unidon de una molécula de sustrato provoca cambios electronicos o
estructurales que dan por resultado que las afinidades por los sitios vacantes se alteren, {a
curva de velocidad no se ajustard a la cinética de Michaelis-Menten y la enzima se
clasificara. como enzima alostérica. Con toda probabitidad, los muitiples sitios de unién al
sustrato de las enzimas alostéricas se encuentran sobre diferentes subunidades proteicas.

La unién de una mofécula de sustrato facilita fa union de la siguiente molécula de sustrato
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mediante un aumento en las afinidades de los sitios de union vacantes. El fenoémeno ha
sido denominado “unién cooperativa” o “cooperatividad positiva” con respecto a la unién
del sustrato o “respuesta homotrépica positiva” (15,20).

La mayoria de las enzimas alostéricas presentan curvas sigmoideas de saturacion
de ligando. Por consiguiente, el alosterismo ha llegado a ser sinbnimo de las respuestas
sigmoideas. Sin embargo, no todas las uniones o curvas de velocidad sigmoideas son
resultado de las interacciones alostéricas.

La ecuacion de Hifl.

Considerando una enzima con n sitios equivalentes de unién al sustrato. Si la
cooperatividad en la union del sustrato estd muy marcada, entonces las concentraciones
de todos los complejos enzima-sustrato que contienen menocs de n moléculas de sustrato
seran insignificantes para cualquier [S] que sea apreciable comparable con Ks. En estas
condiciones, la ecuacion de velocidad estara dominada por el iérmino sy~

En general:

Esta ecuacion se conoce como fa ecuacion de Hill.

n= numera de sitios de union al sustrato por molécula de enzima, también referido
commo la constante de Hill.

K'= constante que abarca a los factores de interaccién a, b, ¢, etc., y a la constante
intrinseca de disociacion Ks.

La constante K' en la ecuacion anterior ya no es igual a la concentracion de
sustrato que produce una velocidad semimaxima (excepto cuando nes 1).

Cuando v=0.5V

K'=[Skss

.94 -



[Slos=(K)""

La forma simple de la ecuacién (5) puede ser- empleada para ajustar datos
experimentales de curvas enzimaticas de velocidad.

Si la cooperatividad no es muy alta, la ecuacién de velocidad no se reducira a la
ecuacién de Hill. Sin embargo, las curvas de velocidad pueden expresarse en términos de
la ecuacién de Hill, aunque n ya no sera igual al nimero de sitios. En este caso n se
designara como ny. Al analizar los datos experimentales de velocidad en términos de la
ecuacion de Hill, el valor calculado de n sera casi siempre menor gue el numero de sitios
reales.

El grado de sigmoicidad de la curva de velocidad es una medida de la fusrza en la
cooperatividad entre los sitios de una enzima oligomeérica. Se puede medir al expresar la
relacion entre las concentraciones de sustrato requeridas para dos fracciones cuaiesquiera
de Vmae gENeraimente se emplean concentraciones para las cuales se obtiene 0.9Vma ¥
0.1Vmax, Mejor conocidas como [Slye v [Sl. respectivaments. La proporcion (Sl o/[Slo 1.
denominada como indice de cooperatividad, esta relacionada inversamente con ei grado de
cooperatividad entre los sitios (20).

El valor del indice de cooperatividad esta relacionado con el coeficiente de Hill de la

siguiente forma:

[Sho _ 0
Shi

De esta forma el coeficiente de Hill y el indice de cooperatividad para una enzima

oligomérica pueden ser relacionados uno con el ofro, juntos propercionan una medida del
grado de cooperatividad entre los sitios de union de la enzima y el nimero minimo de estos

sitios.
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Cinética Sigmoidea para enzimas no alostéricas.

La aparicion de una curva de tipo sigmoide en las curvas de velocidad para
enzimas alostéricas es un reflejo de la cooperatividad. La misma cooperatividad debe
observarse en estudios directos de unién de ligando a la enzima, los cuales pueden ser
realizados por dialisis al equiibrio, ciertos metodos espectrofotomaétricos, etc. Si hay
alosterismo, la cooperatividad en la unién de ligandos debe observarse también en este
tipo de experimentos. Sin embargo, en algunos casos los experimentos de union entre el
ligando y la enzima no se observa la cooperatividad mostrada en los experimentes de
velocidad.

Hay que asumir gue taies eventos de union ligande-enzima son no cooperativos, io
que significa gue debe buscarse otra explicacion para poder explicar |a sigmoicidad de la
curva.

Una forma de observar cinética sigmoidea en ausencia de cooperatividad
verdadera es al empiear una preparacidn enzimatica que contenga una mezcla de
isoformas de la enzima y éstas tengan diferentes valores de K,, para el sustrato. En tales
casos ja curva de velocidad serd el resultado de ia superposicidn de las curvas
individuales para las distintas isoformas.

También se ha notado que una enzima de dos sustratos gue sigue un mecanismo
cuyo orden es aleatorio puede mostrar cinética sigmoidea sin cooperatividad verdadera.
Esto ocurre cuando una de las reacciones es mas rapida que la reaccion competitiva.

Finalmente, la cinética sigmoidea puede ser observada aln para un solo sitio de
unién monomérico si el sustrato induce en la enzima un cambio conformacional requerido
para la catalisis. Si el pasc de isometizacion después de la union del sustrato es un paso

limitante, la poblacion relativa de los dos isomeros puede influir en la reaccion completa.
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PROPUESTA DE ESTA TESIS

Existe un interés creciente por ios sensores electroanaliticos con aphicaciones blomedicas.
En particular, el departamento de Posgrado de la Facultad de Medicina esta interesado en
la determinacién de glutation ya que se considera que un aumento en la concentracién de
GSSG refleja un mayor estrés oxidativo en el organismo humano causado por agentes
externos.

Este problema de salud, que involucra la medicidon y monitarso de las especies
G5SG y GSH, generd coma diagndstice que la metodalogia analitca a desarrollar debe
ser capaz de determinar trazas de glutation y realizar la especiacion de esta especie de
forma exacta, precisa, sensible, selectiva y de manera eficiente, es decir, realizar la
cuantificacion con el menor tratamiento posible de la muestra.

Ya se ha logrado cuantificar el giutation mediante una técnica electroanalitica(19);
sin embargo, se propone desarrollar una metodologia electroanalitica enzimética, que
incorpore a la glutation reductasa, porque de esta manera se obtiene selectividad en el
ensayo, ademas de la exactitud, la precisién y la sensibilidad, inherentes a las técnicas
alectroquimicas. Por estas razones es que se busca desarrollar un biosensor selectivo a
glutatién. También, el empleo de un biosensor proporcionara una forma eficiente de
cuantificar al giutatién ya que se reduciria al minimo el tratamiento que pudiera darse a la
muestra biolégica.

Debido a las razones arriba mencionadas se requiere conocer el comportamiento
slectroquimico de la glutation reductasa. Esta enzima ya ha sido estudiada medianie
ensayos basados en la espectrofotometria; sin embargo no se han realizado estudios de

esta enzima empleando métodos electreanaliticos. Lo cual plantet la siguiente hipotesis.
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El glutatidn oxidado y i glutatidn reducido poseen propledades oxido-redox y son
electroactivos frente al electrodo de mercurio (18); si se emplea la polarogratia de corriente
directa para monitorear la reaccion catalizada por la glutation reductasa, ya sea mediante
1a evaluacion del consumo de GS8SG o la formacidén de GSH, serd posible conocer la
actividad de la glutation reductasa y su comportamiento electroanalitico.

E| conocimiento del comportamiento cinético de la GR permitira disefar metodos
para la cuantificacion de GSH y GSSG mediante estudios por polarografia clasica o

disefiando un biosensor que incorpore a la glutation reductasa.

Los objetivos a {ograr dentro de esta tesis son:

> Evaluar el comportamiento polarografico del par GSSG/GSH.

> Observar el comportamiento electroquimico del NAD® y el NADPH empleando
el DME.

Monitorear la actividad de la GR a diferentes concentraciones de GSSG

AT

empleando la polarografia clasica como técnica electroanalitica.

Determinar ef comportariento cinético de la GR bajo las condiciones de

v/

trabajo.
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PARTE EXPERIMENTAL

1) Diseiio de la minicelda polarografica

Los experimentos fueron realizados a un volumen final de 500 plL para io cual se
disefid una minicelda de vidric que se muesira en la figura 1. Como electrodo de trabajo
se ulilizo el electrodo goteante de mercurio (DME); se empled como electrodo auxiliar un

alambre de acero inoxidable y el electrodo de referencia fue de AgCI/Ag®, KCI 1M.

A4

t

(2) (8

AN RN

Fig. 1 Minicelda polarografica, {1} DME. (2) Electrodo de referencia Ag®/AgCl. {3) Electrodo auxiliar. (4)
Entrada de Nz.(5) Purga de mercurio. (6} Poza de mercurio,

La temperatura a la gue se realizaron las medidas de actividad enzimatica fue de
26 °C, la temperatura fue regulada por medio de recirculacidon con agua empleando una

manguera de plastico fa cual rodeaba a la miniceida. La temperatura del agua que
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circulaba por el tubo fue regulada por medio de un termostato. En la figura 2 se muestra

esquematizado el sistema de regulacién de temperatura de la minicelda.

N
N

i S e e

|
!
|

Fig. 2. Equipo para regular la temperatura de la ceida. (1) Termostato. {2) Termémetro. (3)
Bomba de agua. (4) Manguera de recircuiacién. {5} Recipiente con agua. {6) Minicelda polarografica.

El mercurio que se acumulé durante los experimentos se retird de la celda por
medio de una jeringa. En todos los experimentos se burbuje6 nitrégeno humedo durante
3-5 minutos para retirar el oxigeno disueito en el medio.

Los polarogramas fueron obtenidos con un potenciostato-galvanostato Radiometer

Tacussel PGP 201 acoplado a un graficador XY PAR.
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Fig.3 Esquema completo del sistema empleado en las deterrriinaciones experimentales. (1)
Minicelda. (2} Equipo regulador de temperatura. (3) Poza polarogréfica. {4) Humidificador de Nz. (5)
Potenciostato. (6} Graficador. {7) Regulador de presién. (8} Tanque de N..

ji) Preparacion de disolucionas.

Tedos los experimentos fueron realizados en amortiguador de Tris pH 8.0 de Cas
0.01 M con nitrato de potasio 0.1 F como electrolito soporte.

La glutation reductasa de levadura tenia 0.54 mgpoens/ML Y 190 UMQpoeina ¥ TUE
adquirida de "Sigma Chemical Co." (San Luis Mo. USA).

El glutatién oxidado en forma de sal disédica, ef giutation reducido, el NADPH vy el

NAD' fueron adquiridos de "Sigma Chemigal Co." (San Luis Mo. USA).
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Se prepararon disoluciones estandar en agua destilada de GSH 0.10 M; GSSG 0.05M asi
como soluciones de NADPH 0.05 My NAD" 0.05 M.

Il Programas de perturhacion.

Para el estudio de la glutation reductasa se empled como técnica electroanalitica la
polarcgrafia clasica.

Las condiciones que se manejaron para este estudio fuercn potencial de inicio E, -
0.260 v, potencial final E, -1.240 V, la velocidad de barrido fue 5 mV/s; el intervalo de
corriente al que se trabajo fue de 100 uA. Estas condiciones se encuentran

esquematizadas en la figura 4.

E=-1.24V

E,=0.26 V

Fig. 4, Programa de perturbacién.

Primero se trazd el dominio de electroactividad, posteriormente se hicieran
adiciones de 100pL de glutation oxidado 0.05 M, en presencia de rojo de mstiio, el cual
funciona como supresor de maximos polarogréficos; se trazaron los polarogramas enire

cada adicion.
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Posteriormente, para estudiar el comportamiento polarografico del glutation
reducido, se adicionaron tres alicuotas de GSH 0.01 M, una de 100 pl y dos de 50 L , se
trazo el polarograma correspondiente para cada adicidn.

Adicionalmente, para estudiar ia electroactividad dei NADPH y del NAD" en el DME,
en una celda aparte se hicieron adiciones de NADPH 0.05 M de 100 pl y se trazaron los
polarogramas después de cada adicion. Posteriormente, se agregaron alicuotas de 100 uL

de NAD* 0,1 M y gotas de rojo de metilo, trazandose los correspondientes polarogramas.

Con la finalidad de conocer el compoertamiento polarografice de la mezcla GSSG y
NADPH, en presencia de glutation reductasa, se reatizaron los siguientes ensayos.

Los parametros impuestos al potenciostato fuercn: E, de 0.00 V, E, de -1.200 V,
velocidad de barrido 5 mV/s, el intervaio de carnente al que se trabajé fue 100 pA.

Al igual que en los experimentos anteriores se empled el amortiguador de Tris 0.1
M pH 8.0 en nitrato de potasio 0.1 F, pero con 0 94 mM EDTA en ia celda. Se trazé sl
dominio de electroactividad, posteriormente, se agregé GSSG 0.05 M para obtener una
concentracion de 2 mM y se trazé el polarograma; luego, se agregd NADPH 0.05 M, se
agito la disolucién durante unos minutos, y nuevamente se trazé el polarograma; a
continuacién se agregaron & pL de giutation reductasa y después de burbujear unos
minutes con nitrogeno humedo, se trazd el pelarograma. Finalmente, se hicieron dos
adiciones de NADPH y se volvio a agitar mediante burbujeo con nitrégeno, y se obtuvieron

los correspondientes polarogramas.

Con el objeto de determinar el comportamiento electroquimico de la glutation

reductasa con respecto al GSSG como sustrato se realizé lo siguiente:
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Las condiciones del potenciastato en este caso fueren las siguientes: £, 0.0V, E, -
0.300 V, velocidad de barrido 10 mV/s, el intervaio de corriente fue de 100 uA. Se trazo el
dominio de electroactividad, posteriormente se adiciond una alicuota de GS8G 0.05 My se
traz6 el polarograma; luego, se agregé NADPH 0.05 M a una concentracion diez veces
mayor a la de glutation oxidado y se volvid a trazar el polarograma; finaimente, se
agregaron 5 pL de glutation reductasa y se empezt a medir el tiempo a partir de la adicion.
Se trazaron los polarogramas de la onda de oxidacién de GSH a distintos tiempos. Este
experimento se repitio a diferentes concentraciones de glutation oxidado.

La cantidad de glutatién reducido formado se determiné por medio de una curva
patron. Con los polarogramas obtenidos se realizaron las curvas de allura de la onda de
oxidacion de GSH en funcion del tiempo. Ya gque la altura de la onda de oxidacidn es
directamente proporcional a la concentracion de GSH fue posible deducir la cantidad de
GSH producido por unidad de tiempo'. Conociendo la cantidad de GR agregada, se obtuve

la actividad de esta enzima para la cancentracién de GSSG ensayada.

' Nota. En los polarogramas que se obtuvieron, no fue necesario realizar ia conversion de las
unidades a uA ya que en todos los ensayos realizados se trabajé a la misma intensidad de cornente
y a la misma escala del graficador, por tanto, involucraba un factor de conversién comun a todos los
polarogramas ,en vista de lo cual, este factor no fue necesario para realizar los ¢alculos.
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RESULTADGS y DISCUSION

I Estudio polarogrifico del ylutation (GSSG/ESH)y del NRD'/NADPH

En la figura 4 se muestra el dominio de electroactividad, asi como el polarograma
de |la onda de oxidacion de GSSG 1.45 mi. El potencial de media onda del GSSG es de -

0.82 V (E»).

Fig. 4. A} Dominio de electroactividad del amortiguador de Tris 0.01 M pH 8,0. B) Onda de
reduccion de glutatiéon oxidado GS3G 1.45 mM.

Después de la adicion de GSH a una concentracion 2 mM se aobtuvo el
polarograma de la figura 5, pueden distinguirse las dos ondas de oxidacidn y de reduccion
al electrodo del par GSSG/GSH.

Los potenciales de media onda del GSSG y del GSH correspenden a -0 70 V para

la onda de reduccidn det GSSG y -0.325 V para la onda de oxidacién del GSH.
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GSSG

Fig. 5. Polarograma de la mezcla de GSSG 1.45 mM y GSH 2 mM,

El par GSSG/GSH no corresponde a un sistema reversible, puesto gue el
potencial de media onda para ambas especies es diferente; ya que en los sistemas
reversibles el sobrepotenciai es despreciable, el potencial de media onda de oxidacion y
el de reduccion es practicamente el mismo, ademas, se observa que el potencial de
media onda correspondiente ai GSS8G varia con la concentracion del analito. EI glutation
reducido presenta un maximo polarografico el cual desaparece en presencia de rojo de
metilo.

No se encontrd onda de oxidacion para el NADPH, por lo que no es electroactivo
en el electrodo goteante de mercurio en buffer de Tris a pH 8.0. En cambio, &l NAD" s
presentt una onda de reduccién como puede observarse en el polarograma de ia figura 6,
en este polarograma se encontraban disueltos el NADPH y et NAD® a la misma

concentracion 2mM.
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El E,, del NAD* corresponde a -0.87 V y como puede observarse en la onda de
reduccion se presentd un maximo polarografico, el cual no fue suprimido por la presencia
de rojo de metilo, este maximo se atribuye a procesos adsortivos en la gota de mercuric,
os decir, el NAD® se esta adsorbiendo a la superficie del DME; por lo que el afiadir un
tensoactivo como el rojo de metilo no se suprime et maximo polarografico, este maximo

detectado corresponde a uno de tercera clase.

|
-0,50V |
| e T A W ’ ?
: NAD+ L -
{ * |

Fig. 6. Onda de reduccién de NAD* 2 mM en presencia de NADPH 2 mM, el ¢ual no presenté
onda de oxidacién en amortiguador de Tris pH 8.0. En la onda de NAD* se observa un maximo
poiarografico,

Se emplec NAD* en vez de NADP" para observar el comportamiento polarografico
de esta especie ya que no se contaba con NADP"; el empleo det NAD' en vez de NADP’
se justifica ya que ambas especies difieren solo en un grupo fosfato, ademas los
potenciales de oxido-reduccion reportados en la hteratura para estas especies son muy
similares (13} por lo que se esperaba un comportamiento polarografico semejante.

A partir de este estudio preliminar puede observarse que la actividad de la
glutatiéon reductasa puede seguirse mediante la formacion de GSH y no por el consumo
de GSSG, ya que la onda de oxidacion de GSSG se superpone ¢on la de NAD*. Ademas,
la corriente limite de difusion del GSH es directamente proporcional a fa concentracion, en

un amplio intervalo de concentraciones de GSH (19).
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Il Deteccion polarografica de la actividad de la glntation reductasa

El polarograma obtenido de una concentracion 2 mM de GS3G se muestra en la
figura 8a. Después de la adicion de NADPH se obtuvo el polarograma de la figura 8b y
como puede observarse, la simple adicién det cofactor redox no produce GSH. Sin
embargo, hay un corrimiento del potencial de media onda para ta onda de reduccion del
glutatién oxidado. Esto puede explicarse por la posible interaccion enire el NADPH y el
GSSG que produce un desplazamiento en el Eq de la onda de reduccién de GSSG hacia

valores de potencial mas negativos, sin presentarse la reaccién de oxido reduccidn.

-0,50 V

At A dddds,

A)

m|

Fig. & a) Onda polarografica de reduccion de GSSG 2 mM, sin adicion del cofactor redax. b)
Onda polarografica de reduccién de GSSG en presencia de NADPH 7.5 mM,
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Después de la adicion de glutation reductasa, se observé gle aparece la onda de
oxidacién de GSH; lo que se interpreta como la actividad de la glutation reductasa, debido
a gue se detect6 la onda de oxidacion polarografica del GSH formado por la reaccion

catalizada enzimaticamente.

a)

Fig. 8. Polarograma de GSSG 2 mM y NADPH después de la adicion de Glutation Reductasa.
(a) t= 0.0 min. {b) t= 26 min. {c) t= 30 min.
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La figura 9 muesira la evolucién de la formacion de GSH, asi como el
comportamiento del GSSG a diferentes tiempos. Como puede observarse 1a onda de
oxidacion del GSH aumenta con raspecto al tiempo, mientras que hay un corrimiento de la
onda de reduccion. Esto se explica porque el GSSG se va consumiendo para formar GSH
y se va formando NADP’, este {ltimo compuesto tiene un potencial de media onda
ligeramente menor al GSSG; sin embargo, como el GSSG y el NADP® tienen potenciales
de media onda semejantes no es posible diferenciar la disminucion de fa onda de glutation
oxidado, originada par el consumo de este compuesto, de la aparicion de la onda de

NADP*, ambas airibuibies a la actividad de la glutation reductasa.

1) Beterminacion de los parametros cinéticos de Ia Glutation Reductasa

La actividad enzimatica de la glutation reductasa se determiné a diferentes
concentraciones de sustrato, el glutatidn oxidado, empleando como parémetro el
incremento en la onda de oxidacién del GSH. En la figura 10 puede aoreciarse el
incremento en ta onda de GSH con respecto al tiempo una vez agregada la glutation

reductasa a la mezcla con NADPH y GSSG.

1 Cll‘lI | i ll/ / i
o il
0.24V | Pl l_[ /‘m ] jﬁ“ |
e | [/ :

=34" t=1"33"  =2'36" {= 345" =4'494" t=5'41"

Fig. 10. Evolucién de la altura de la onda de oxidacién de GSH a distintos tiempos a partir de
la adicion de la glutatién reductasa al tiempo t=0,
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No obstante, no se puede establecer la actividad enzimdtica de ta enzima con
respecto a la onda de reduccién dei NADP™ debido a gue, como ya se menciond, la onda
de reduccién polarografica del GSSG se superpone con la onda del NADP”, ésta onda

sélo puede apreciarse una vez que se ha consumido en su totalidad el glutation oxidado.

La figura 11 muestra una grafica tipica de altura de la onda ce oxidacion del
glutatién reducido en funcion del tiempo, para una concentracion de glutation oxidado
dada.

La corriente Iimite de difusién aumenta con respecto al tiempo, {0 cual se refleja en
un aumento en el tamaric de la onda de oxidacion del glutatidn reducido, que se esté
produciendo. La meseta se debe a que el glutatidn oxidado presente en la disolucién fue

convertido en su totalidad a GSH por la accién enzimatica.

3.5

25

1.5

05

Aitura de la onda de oxidacion de GSH
{cm)
fav]

0 1 2 3 4 5 <] 7 8

Tiempo {(minutos)

Fig. 11. Gréfica: Altura de la onda de oxidacién de GSH frente al tlempo, para una
concentracién de GSSG 0.76 mM en presencia de NADPH y después de |a adicion de 5 ul. de GR. La
linea trazada (AAltura/at) da una pendiente de 0.795 cm/min, intercepto en el eje Y de 0.618, un
coeficiente de correlacion de 0.9998 y con 2 grados de libertad.
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A cada concentracion de GSSG se le determind la pendiente a partir de los

primeros puntos antes del agotamiento del sustrato. En esta zona la formacion de

glutatién reducido es directamente proporcional al tiempo. For medio de la pendiente se

obtuvo la velocidad de la glutation reductasa para la concentracién de GSSG ensayada.

Se determiné la cantidad de GSH formada, con base a la curva de calibracion, y con ia

pendiente se deduce la actividad enzimatica en pmol de GSH producido por minuto por

miligramo de proteina, umolesw/Min/My,rosina.

Con los datos de actividad enzimatica determinados para cada concentracion de

glutatidén oxidado se elaboré la grafica que se muestra en |a figura 12,

Actividad de Glutation Reductasa

pmolesH/{min*mgproteina )

300
280
260
240 -
220 4
200 4
180 -
160 -
140 -
120
100 -
80 -
60 -
40 |
20
0

0

02 04 06 08

T

1

12 14 16

18

2

T 3

22 24

Concentracion de glutation oxidado, GSSG (mM)

Fig. 12. Grafica de Michaelis Menten. Actividad de la Glutation Reductasa en funcién de ia
concentracién de GSSG.
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Los datos de actividad enzimética fueren analizados mediante un programa
estadistico (Microcal Origin Version 4.1) a fin de determinar si la grafica de la figura 12 se
ajusta al modelo de Michaelis Menten y de esta forma determinar los parametros cinéticos
K ¥ Vinax

En ia gréfica que se muestra en la figura 13 se observa el modelo de Michaelis

Menten ajustado a los datos experimentales.

o 4
) g
= L
E 30H e
| o "
8l 2507 e Lo
= _ . .
(e ol .
© O(H ) d
-3 S
1504 .
k T IiModelo: Michaelis-Menten
=
L Vo= 565 4119
L- 501 ':,-" | } (Hmls&ll'mn"mgotem)
- Ke=  1.87mM H}.59
0_

L I e LI S i B S B BN S
00 02 04 06 08 10 12 14 18 18 20 22
; [GSSG] mM

Fig. 13 Grafica Actividad de GR frente a [G55G] con el modelo de Michelis-Menten ajustado.

De la figura 13 puede observarse que la GR no obedece el comportamiento de una
enzima de tipo Michaelis Menten. El indice de correlacidn de los datos es bajo (0.9595), v

el valor derivado del ajuste de los datos mediante la minimizacion por xz es elevado, o
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gue indica que los datos experimentales no se ajustan al comportamiento de una

hipérbola.

Debido a estas razones se decidid ajusiar los datos a otro modelo, El modelo ai
que se ajustaron los datos fue la ecuacién de Hill, también se empled el programa
Microcal Origin. Los datos asi ajustados pueden observarse en la grafica de ia figura 14.

Como puede verse, la dispersién de los datos es menor en el modeic de Hilt que
en el modelo de Michaslis Menten. Esto se refleja en el vaior del coeficiente de
correlacion v et de y2 Ademas, los intervalos de confianza derivados del madelo de Hill
son mas estrechos que los que se denvan dei modelo de Michaelis Menten, ambos

aplicados al mismo intervalo de confianza del 95%. Esto puede observarse en las figuras

13y 14.

) 3001
280+
2604
2404
220
2001
180+
160+
1401
1204
100
80j
501
401
20j
0_'l v 1 T T T T T T T T T 3 T T T T T

00 02 04 06 08 10 1,2 14 16 18 20 22

—

Modela: Ecuacion de Hiil
Vinax= 281 + 12

(HMOlaeH/MINMTrotpma )
[Sloso= 0.55 MM 10.03

n= 2.28 +0.20

] Actividad de GR_(Hmoles/min/mgproters )

T

Fig. 14. Grafica Actividad de GR frente a [GSSG] con el modelo de Hill ajustado.
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La tabla 1 contiene los resultados obtenidos a partir de los dos modelos

empleados para ajustar los datos experimentales.

Tabla 1
[GSSG] en
Coeficiente : v, Coeficiente de
Modelo . la que v = e
de Hill ] (W OksHMINm Gprorins cotrelacion
2 ¥max
. . Km'=1.87
Ml\;l"hie"s - mM: | 5650+21.1% |580.0|  0.9595 ‘
enten 29.9% |
. [S]g‘5= 0.55 G ‘
Hili 2.3 MM + 5.4% 281.12£4.4% 99.7 -0.9937 '

Los datos experimentaies se ajustan al modelo de Hill de mejor manera que al de
Michaeiis Menten, de la tabia 1 se observa una menor dispersion en los parametros
cinéticos conseguidos con ambos modeles.

Dado que el valor del coeficiente de Hill (n) es 2.3, esto sugiere que existe una
cooperatividad positiva. El valor de n indica el nimero de sitios de unidén de sustrato, en
este caso el GSSG, a la GR,; sin embargo, dado gue n es un ndmero fraccionado, no tiene
sentido fisico que haya 2.3 sitios de cooperatividad elevada. De esto se deduce que el
nimero minimo de posibles sitios de union es 3, por lo gue el valor de n es 3 y se

presenta una cooperatividad maderada {15,20).

Los pardmetros cinéticos determinados en las condiciones de frabajo son por
tanto: [Slos= 0.55 + 0.03 mM, n=3 y la velocidad de saturacién corresponde a: 281+ 12
pmolgs/ (MIN*Mypoena). B! valor de Vs determinado  experimentalmente puede
compararse con el reportado por fa literatura mediante fas conversiones pertinentes,

teniendo en cuenta que ¢l peso de la GR de levadura oscila en 118,000 y que existe una
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mol de FAD por mol de GR. Asi, el valor de Vma queda en términos de
MOlappr/ (MIN*MOleap) ¥ corresponde a 16.6 *10° molyaper/(MIN*Molran).

Los parametros reportados en la literatura son: K.(GSSG) 55 pM Y Ve, de 15+10°
MOhgaorr/(MIN*MOlEap) @ 25°C y pH 7.8 {9). La Vina obtenida por polarografia difiere en un
9.6% de la reportada por espectrofetometria.

Dentro de la revisidn bibliografica que se realizd, no se encontré ningun reporte
que indique que la GR de levadura presenta cooperatividad positiva. Cabe mencionar gue
se ha reportado que las mutantes construidas de glutation reductasa obtenidas de
Eschenchia coll V421H/A422H, V421/A422E y oftras que son termodindmicamente
inestables presentan un comportamiento sigmoidal (23).

La diferencia presentada entre el comportamiento reportado por métodos
especirofotométricos y el determinado por polarografia clésica puede deberse en parte a
que se trabajé a un pH ligeramente mayor del repartado por espectrofotometria(11), pH 8.
Ademas, el medio de reaccion en ef que se trabajé fue Tris, mientras que los parametros

han sido determinados en un amortiguador de fosfatos.

Conjuntamente, &l medio de reaccién en el que se realizaron los expermentos
tenia una fuerza idnica de 0.1 M, impuesta por el nitrato de potasio, y necesaria para el
trabajo en polarografia. Una elevada fuerza idnica modifica la afinidad de la glutation
reductasa por su sustrato, se ha reportado que la glutation reductasa aumenta el valor de
su K., si se modifica la fuerza iénica del medio; lo cual explica que el valor de Sps5 sea diez
veces mayor al reportado en |a literatura (11).

El modelo de Hilt sdlo indica si la enzima presenta cooperatividad positiva pero no
proporciona informacién acerca del posible mecanismo catalitico. Ademas, hay que tener
en cuenta gque la forma sigmoide de la curva no es necesariamente indicativa de

alosterismo (20}, puede explicarse si una de las dos reacciones es mas rapida que la
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otra, o si la afinidad de alguno de los sustratos se ve modificada por la presencia de la
enzima unida con el otro sustrato.

Adicicnaimente, la cooperatividad positiva puede presentarse como resuitado de
que la GR es inestable en el medio de ensayo y el GSSG puede estar actuando como un
agente estabilizante de la enzima. En consecuencia, a bajas concentraciones de sustrato
se presentarfa una mayor proporcion de enzima inactiva que de enzima activa por io tanto
se subestimaria la actividad de dicha enzima, en cambio, a altas concentraciones de
sustrato la proporcion de enzima activa es mayor que la de enzima inactiva. Asi, la
actividad de la GR aumenta mas rapido de lo esperade conforme se incrementa la
concentracién de GSSG lo que da como resultadoe una curva aparentemente sigmoide
(24).

Es posible que en nuestras condiciones de trabajo éste sea el caso, yaque elpHy

ta fuerza ibnica empleados se alejaron de la estabilidad éptima de la GR(11).
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CONCLUSIONES

Mediante la evaluacién del comportamiento electroanalitico de la glutation
reductasa por polarografia de corriente directa serad posible disefiar métodos para la
cuantificacién de glutatién total (GSSG y GSH) y glutatibn en su forma oxidada y/c
reducida en muestras biologicas mediante el empleo de técnicas electroanaliticas; ya sea
al disefiar un biosensor que incorpore a la giutation reductasa o por medio de la
polarografia clasica directa.

Ef comportamiento de la enzima diflere con el reportado debido a las distintas
condiciones en las gue se desarrollé el experimento.

La técnica aqui desarrcltada puede emplearse en la determinacion de pardmetros
cinéticos de enzimas cuyos sustratos y/o productos sean electroactivos en el electrodo
goteante de mercurio,

Aungue pueden aplicarse otros tipos de modelos para ajustar los datos y tener una
idea del mecanismo catalitico de la glutatién reductasa bajo las condiciones de tratajo,
esta informaciéon no es vital para el desarrollo del biosensor. Se requieren realizar
astudios posteriores acerca de union de sustrato a la enzima para poder determinar st

existe una verdadera cooperatividad positiva en las condiciones de rabajo.
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A continuacién se presentan las copias de las memarias de los congresos en que se

presentaron parte de los resultados de este irabajo expenmental de tesis.
Estos resultadas se presentaron en ei Xl Congreso Nacional de Electroquimica

realizado en Guanajuato en 1997, y en el XIll Congreso de la Sociedacd Iberoamericana

de Electroguimica 1998, realizado en Chile.
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Determinacidn electroanaiitics de (a
Km' de ia Giutatién Reductass

JOSE LUIS DRTIZ, HERIBERTO PRADO
PATRICIA DIAZ,
Departamenta dw Quimica muua Foc. Quimics;
Ciudad Univarsitans OF Del Coyoackn CP 04510
México DF
basze®rarvidor. Unam. fro

Introduccién

La glutalién reductssa eataliza la rescddn
redox, enire los pares conjugadcs glutgtién
oxxiedo (GSSG)gintation reducdo (GSHY v
NADPH/NADP®, siguiente {1}

GSSG + NADPH + H® == 2GSH + NADP®

Esta enzima actia en combwmnacdn con ja
catalasa, 1a superdxido-cisrmutasa y ia gluiation
peroxilasa, en los mecansmos de defensa
contra {05 afentes oxidames exigenos y
endigencs, en un cce de resccones de
naturaleza Oxido-recucions {2} La
deferminacion de s actividad de asias
enzmas ha sido heths por espectiofotometria
de absoraén [3) Biscamente, sbio la
catalasa ha sdo estudlada por métodos
electroanallticos. En consecuencta & estudio

ae estas giere un gran my de
expenmentos en Bosectroquimca apicads
4}

En parflcutar 1a giutatidn reductasa. GR, es
de interés en nuestro Qrupo, va que e gluatidn
cxidado es muy unpoitants en Blomedicina y
Bictecnologia ya que sa considers a aurmento
de glutation oxidaao como un posible indicador
de estrés oxidativo (dafio cetulan por agentes

contaminacion del gire, stc.).

L3 caractenracién de una enzima impica ia
determinacidn de su constamte de velockad
michaeieana, K., y de su velociiad maxima,
Ymax- ES posible acceder 8 ia dete id

Se (resenta wn estudic previe  por
vollamperomeitia cicica para asgoar s
reacciones electroquimicas a las ondas
polarograficas encontradas. Estos  estudeos
pemitinin  obtener Informacon parm M
determinacidn del glutatlén oodade, GSSG.
por determinacian polarogrifica directa, 0 bien
por medio de 1 cONStTUCSIN de un bioseasor
con la enzyma GR inmobllizada, en un futuro.

Parte Expanmental

Los polarogramas $& obtuweron con un
patantiostato-gatvanoststo Racbometer-
Tacussel PGP 201 y un graficador XY PAR
Como el elecirodo de trabajo, se utiiizé un
sisctrodo de gota de Hg, DME, (=1s), Se
usd un alambre de acerc wmoogable como
electrody auxiliar y un electrodo de referencia
de Ag/AgCl, KCI 1M. La vollamperometna
clehics Se resiza con un elsttrodo de gola
suspendida , HDME, VA STAND Metrhom. El
medio  de reaccidn utifizado es  un
wmoniguador de Tns-hxdreoo-metih-anuno-
metano, TBS, pH=80 y Cu= 001 M v
EDTA 0.98 mi. El volumen de trabajo es de
500 uL para jo cuat se ¢émpies una mincekia

Se satura @ las disoluciones de trabao con
nitrégeno humeda y & trabaja en presenca de
un supresor de MAxmes polarograficos

El estugip voltamperométnico s reaiza <on
GSH 1 mM y G5SG 1 mM tanto adicionado at
medio como por oxidacibn con peroxado y
postenor eliminacién de éste con cutalase y
burtyso  eon  anrégeno. En el eshdio
polarogrifico, pnmero s trazd el oommio de
gleclroactividad, postenorments se adicionan
NADPH a una concentracion nicigl de 7 4 mM.
GSSG a concentracion imicial 025 mM y § ul
de glutatén reductasa SIGMA (1028
U.E/mL). Se trazan los polarogramas ce 12
onda de oxidacon de GSH a dishintos frempos
Sarepite ei expenmento anténor vanando la
concentraasn wuctal de GSSG. 5S¢ ensayan
aproximacdamente 20 contérryoones  hasia
un valor de 3 mM.

de estos parametros 0o s6l0 por métodos
aspactrofotométricos,  sino  también  por
métodoeiogia slectroanalitica (51

Este trabajo carto p la detem i
electroanalltica de 12 Km Y vae do 12 glutatién
reductasa por polarografia clésica, noe
reportadas an la iterstura por es1os métodos.

Resuitades y Discusién

La evolucion de los voltamperogramas ciclicos
muestran que a oxidacidn del GSH sobre HY
genera up producto de adsorusn en Capd
progresiva de caracteristicas raversibes. LA
educcitn del GSSG ocurre a potencrles mas
reductores con caracteristicas eversiies.
Con base a da evolion de kS
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voltamperogrimas se proponen las siguentas
redociones:

GSH - 20"+ Hg* = GSHQu, +H’
GSSG + 2H'+ 20" = 1GSH

Las ondas polarogrificas comespondiantes
colnciden con las sefisles voramperomelincas
encantradas.

La avoiucién de 1S polarogramas désicos con
© liempo de accitn enamdtca, muestran una
ofxla de reductiin @ Ey; = -0.645 V qua
comesponde @ ia feduccion del NADP'. La
onda de reguciadn del GSSG aparecs muy
cercana a fa anmenor por io quée practicaments
no se resuslve. Se observa una onda
comaspondiente a 13 oxdasdn gdel GSH,
Eie-0.272V,.generado en solucn y gue
aumenia con el tempo. E1 NADPH no es
electroactivo,

Determinacion de Kim y vy,

La vanacién del aumento de (a3 infensadad de
comente timita de difusion o8 ta oxdacdn dei
GSH, lew, producido por actsin ennmétca en
solucidn, con respecto  al bempo es de tpo
Michaelizna. De ia pendiente de La recta mucial
y tdel valor de l. an condiaones de estada
estacionano enIMALCO  (condiaones de
Michasiis-M ), se deduce la actvided
enzMatca en  unklades da pmol de GSH
producida gar minuta Por unidad snoumatica,
pmot/min/UE

Se deterrmna la actividad ennmiuca para

cada concaniracion de sustrato ensayado. La

actividad enzmétea con mspecto 4 la

én de S8 lneanza. La

nenzacion de la funadn  Acivigas =

f{GSH]. genera (3 ecuacién leever-Ew'k'
I Km |

Vau Vew [GSSG] v
donde v = ammdan enztm-‘nn La grifica
v = [{1NGSSGD es hneal El anaiss de
regresion lineal am|a I3 ecuaton Siguieme

(1NV}=1.18510,142+2.03110.162(11QS5G)

Do esta ecuacion sa deduce gue

Vetx™ 0.8589 umolimeniUE , y Km=1.74 mM,
El valar reportade en la ltaratura por el
método esp fot 10 hab es 0.81
mM 2 pH=?.8 [3])

F2

Conclusionss.

Los resultados obtenwdos permuten disefiar
fuluros expenmenics para ia determinacion
enzimética de GSSG en muesiras diversas ya
que es posible  poner @ punto cutvas de
calibracin del tipo  (lne=fIGSSG) de
maners similiar 8 las deternunaciones por
aspectrofolometria. Por oo tado W
detemindcion d8 Kim ¥ v pemTbicin poner a
punto un posible sensor con la enzima
Glidation reduciasa nmoviizada,

Los autores agradecen a la Direcoién General
de Asuntos g2l Personal Académice (DGAPA)
dée la UNAM el apayo al proyecto IN213895,
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