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I N T R o D u e e I o N 

En los últimos años se han presentado pruebas 

que indican la presencia de aGtividades enzimáticas aso-­

ciadas con la reducción de puentes disulfuros, tanto de.­

substratos proteínicos corno no proteínicos. La mayoría de 

estas actividades son dependientes de NADPH y se encuen-­

tran distribuidas en muy diversos tejidos, tanto de anim~ 

les como de vegetales. 

En la c~lula es de vital importancia la dinámica 

de los mecanismos de interconversión de los grupos disul­

furos en sulfhidrilos debido principalmente a su influen­

cia en la estructura tridimensional de las proteínas natl 

vas que contienen en su molécula puentes disulfuros (1), 

y en un gran número de procesos fisiológicos como son los 

mecanismos de óxido-reducción que involucran a la Lipoaml 

da Deshidrogenasa (2), Glutatión Reductasa (3), Tiorre--­

doxina-Tiorredoxina Reductasa y sistemas similares que se 

encuentran relacionados con el transporte de electrones -

de enlace, tambien puede citarse la reducción de ribonu-­

cleósidos fosfatados (4). Los procesos de óxido-reducción 

antes mencionados se encuentran presentes en lcis siguien-

tes casos1 

a).- En los cambios estructurales de membrana (5). 
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b).- En algunas proteínas nucleares durante la división -

celular, tanto normal como anormal (6). 

c) .- En el mecanismo que regula las actividades enzimáti­

cas de intercambio de disulfuros "(7). 

d).- En los tipos de unión o mecanismos de acción de las 

hormonas que contienen puentes disulfuros (8). 

e).- En los mecanismos de protección a intoxicaciones por 

oxígeno ( 9). 

f).- En los daños causados por radiaciones ionizantes 

( 10). 

Para la mayor parte de los casos antes citados -

existen reacciones enzimáticas específicas que no han si­

do caracterizadas en su totalidad. Dichos sistemas caen -

dentro de los tres tipos de reacciónes siguientes1 

I.- XSSX + X'SH --.- x•ssx + XSH (no enzimático) 

II.- XSSX + 2 GSH"' E> GSSG + 2 XSH 

III. - NAD(P)H + H+ ; XSSX E E > 2 XSH + NAD(P)+ 

Las reacciones I y 11 son de intercambio sulfhi­

drilo disulfuro, llamado tambien de transhidrogenación, -

puede presentarse tanto en forma intramolecular como in--
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termolecular en las cadenas polipeptídicas y puede ser 

química (I) ó enzimática (II). 

En el tipo de reacción (III) quedan incluidos al 

gunos sistemas reductores de disulfuros dependientes de -

NAD(P)H que actuan tanto sobre substratos proteínicos co­

mo no proteínicos. 

Las Óxido-reductasas de este tipo han sido anall 

zadas en plantas, microrganismos y algunos tejidos de anl 

males superiores. 

Cuatro de las principales Óxido-reductasas que -

corresponden a este grupo son: 

a).- Lipoamida Deshidrogenasa (33) (EC 1.6.4.3.) 

b).- Glutatión Reductasa (2) (EC l· 6. 4. 2.) 

c).- Coenzima A-5-S-Glutatión Red. (18) (EC l. 6. t~. 6.) 

d).- Tiorredoxina Reductasa (12) (EC l· 6. 4. 4.) 

La ecuación para la Glutatión Reductasa se mues­

tra a continuación y se supone que es igual para la CoA--

55-Glutatión Reductasa. 

rv.- GSSG + NADPH + H+ E > 2 GSH + NADP+ 

El fenómeno de reducción de disulfuros in vivo -

podria explicarse por medio del acoplamiento de esta Últi 

ma reacción, con una reacción de intercambio tiol-disulf~ 

ro, (I) ó (II). 
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A N T E C E D E N T E S 

LIPDAMIDA DESHIDROGENASA 

(EC l. 6. 4. 3.) 

Esta enzima ha sido purificada y caracterizada a 

partir de extractos de corazón de cerdo.(33). Es un compQ 

nente esencial del complejo enzimático de la deshidrogen~ 

sa de los alfa-cetoácidos y corresponde a una flavoprote­

ína dependiente de NAD+ con un disulfuro en su sitio actl 

vo, el cual toma parte en la catálisis según la siguiente 

ecuación1 

El substrato natural de esta enzima es el ácido 

lipÓico que se encuentra covalentemente 'unido a la E2 (Li 

poi! Reductasa Transacetilasa). La unión se establece me-

diante un enlace peptídico entre el grupo carboxilo del -

ácido lipóico y el épsilon amino de un residuo de lisina 

de la proteína. Este complejo es conocido como lipoamida, 

y es la porción de la enzima que interviene en la canden-

. ' sacian + del oxo-glutarato con la coenzima A y el NAD me--

diante la descarboxilacián del piruvato. 

Caracteristicas de la Enzima de Corazón de Cerdo. 
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Características de la Enzima~ Corazón de Cerdo. 

1).- Peso molecular 115,000 (3). 

2).-KmlXl0-4 

3).- pH Óptimo 6.3 

4).- La enzima posee dos moléculas de FAD por proteína y 

dos disulfuros intercadena. Se inhibe fuertemente con ar­

senito de sodio 10-3 m y con altas concentraciones de ca-

bre. Tambien se inhibe irreversiblemente con p-Cloromerc~ 

ribenzoato, es altamente sensible a mercaptanos y su esp~ 

cifícidad es absoluta para disulfuros. Su velocidad de c~ 

tálisis es mayor con el NADH, que con el NADPH. El meca­

nismo de acción que ha sido propuesto es parecido al de -

la Glutatión Reductasa y se sugieren mecanismos semejan-­

tes para las siguientes enzimas& 

a).- CoASS-Glutatión Reductasa. 

b).- Metalo-flavoproteínas. 

e).- Dihidrorótico-Deshidrogenasa. 

d).- Xantino-oxidasa. 
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JIORREDOXINA - TIORREDOXINA REDUCTASA 

(EC !. 6. 4. 4.) 

~a enzima de Escherichia coli (12) ha sido puri-

f icada y caracterizada, además existen pruebas de un co--

factor proteínico termoestable de bajo peso molecular - -

(Tiorredoxina) que es reducido por la Tiorredoxina Reduc-

tasa en presencia de NADPH catalizando la siguiente reac-

ción según Reichard (11). 

I.-Tiorredoxina-(s) 2 + NADPH -1... Tiorredoxina-(SH) 2+ NADP+ 

Así mismo se ha informado sobre la reducción inespecífl 

ca de disulfuros de acuerdo con la siguiente ecuaciÓn1 

II. -T iorredoxina-(SH) 2+X-S-S-X -..L. T iorredoxina-(S) 2+ 2SH 

Acoplando las reacciones I y II se lleva a cabo la re-

ducción enzimática de diversos disulfuros útilizando como 

coenzima al NADPH (12). 

Características ~ ~ Enzima de Escherichia coli 

1).- Peso molecular 68,000 

2).- Km 9.6 X 10-6 

3).- Km TPNH 5 X 10-6 

'4)·.- pH óptimo 7.4 
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5).~ Contiene 1.4 Moles de FAD por cada 100,000 mg. de 

Tiorredoxina ReductasB. 

Su especifícidad para los siguientes disulfuros 

se puede expresar en % de actividad en la siguiente formas 

Tiorredoxina 100 %, Glutatión .0.67 %, Lipoato Oxidado 

0.11 %, Lipoato Reducido Q.88 % e Insulina 0.11 %· 
Se inhibe fuertemente con P-Cloromercuribenzoato 

10-6 m1 con arsenito de sodio la inhibición es moderara 

puesto que se requirió una concentración de 10-4 m; con 

cianuro de potasio la inhibición es completa, observándose 

-2 un incremento en la actividad a concentraciones de 10 M¡ 

el sulfato de amonio inactiva a la enzima pero se recupera 

la actividad con la adición de FAD (12). 

La formación de sulfhidrilos y la oxidación del 

NADPH astan en relación estequiométrica según Ellman (13). 

T i o r r e d o x i n a. 

El sistema de cofactor termoestable (Tiorredoxi-

na} que actua como donador final de hidrógenos, tiene las 

. siguientes características según Reichard. 

Un peso molecular da 12,000 constando de una sola 

cadena polipeptídica con un residuo de serina terminal y -

un residuo de cistina (S-S) que puede ser reducida químic2 

mente ó específicamente por la Tiorredoxina Reductasa. 

En presencia de NADPH la Tiorredoxina puede utilizar al -
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Lipoato reducido como donador final de hidrógeno;para la 

reducción del citidín difosfato a deoxicitidindifosfato -

en presencia de la enzima citidín difosfato Reductasa (12) 

(ver figura I). 
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FIGURA I 

CDP dCDP 

TIORREDOXINA-(SH) 2 TIRREDOXINA-(SS) 

MECANISMO DEL SISTEMA CICLICO TIRREDOXINA-TIORREDOXINA REDUCTASA. 
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G L U T A T I O N - R E D U C T A S A 

( EC l. 6. 4. 2. ) 

Esta enzima reductora de disulfuros ha sido pre-

·viamente purificada y caracterizada en levadura (2), como 

una flavoproteína dependiente de NADPH en presencia del -

cual se encuentra completamente reducida. 

El NADP+ formado·en esta reacción se combina con 

la enzima dando un complejo de transferencia de carga en­

tre el FADH de la enzima y el NADP+. 

El mecanismo de reacción es típico, pues intera~ 

ciona con una molécula de substrato para convertirse en -

una forma modificada antes de reaccionar con una segunda 

molécula de substrato que la transformará a su forma ori­

ginal. (figura z). Este mecanismo ha sido descrito de ma­

nera semejante para un gran número de flavoproteínas (15)~ 

GSSG + NADPH + H+ __ E_.,. 2 lbSH + NADP+ 

La GSSG-reductasa ha sido ampliamente estudiada 

y se ha purificado a partir de muy diversas fuentes como 

son1 

Escherichia coli, levadura, guisantes, eritroci-

tos de bovino, hepatóma e hígado de rata. 

li&8ll()T~C'.A CEN'mAl 
ll N f.., M, 
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Características de ~ GSSG-Reductasa de levadura. 

1).- Peso molecular .116,000 

) -5 
2 .- Km GSSG 5,5 X 10 m. 

) -6 
3 .- Km NADPH 3.8 X 10 m. 
4).- pH Óptimo 7.1 

5).- Punto isoeléctrico 5,9 (17). 

6).- Su coeficiente de extinción molecular a 280 nm es de 

15.4 (15). fxisten datos que indican que esta enzima esta 

formada por dos cadenas polipeptÍdicas idénticas ligadas 

por puentes monovalentes. Ei grupo prostético FAD, puede 

ser separado por diálisis o por electroforésis lo cual su 

giere una unión no covalente con la cisteina. 

Se ha calculado un recambio máximo de 15,000 mo­

les de NADP+ por minuto por mola de enzima ligada al FAD 

(13). 

La enzima completamente reducida por GSH absorbe 

a 720 nm y a la mitad de su reducción a 580 nrn. Se estimu 

la por el ión fosfato según Woodin y Sega!, y se inhibe -

reversiblernente por CoASSG (23). La inhibición por mercu-

riales indica la presencia de un disulfuro corno parte del 

sitio activo de la enzima. La proteína nativa posee por -

cada molécula de FAD un solo sulfhidrilo que expuesto por 

NADPH es activo, es insensible al arsenito de sodio 10-4 

M y se inhibe fuertemente con Micofur 10-4 M· Mecanismo -

según (3) en Fig. No. 2 
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e o A 5 5 G. - R E D .u e T A 5 A 

(EC. l. 6. 4. 6•) 

Esta enzima fué descrita recientemente por OndaE 

za y colaboradores (17) originalmente en hígado de rata 

(22) y previamente se ha purificado y caracterizado en le­

vadura (18). Es una flavoproteína óxido-reductasa depen--­

diente de NADPH que cataliza la reducción del disulfuro 

mixto CoASS-Glutatión según la siguiente reaccióna 

CoASSG + NADPH E CoASH + NADP+ + GSH 

La caracterización y purificación de esta enzima 

en levadura se llevó a cabo en el laboratorio del Dr. On-­

darza y recientemente se ha iniciado su purificación y ca­

racterización en este mismo laboratorio en hígado de rata 

por Escamilla y colaboradores (21). 

El mecanismo propuesto para esta actividad es si 

milar al de la Glutatión Reductasa figura II (3); 

Características ~ ~ CoASSG-Reductasa ~ levadura. 

1).- P~so molecular 107,970 

2).- Km 2.0 X 10-4 

3).- pH Óptimo 5.5 

4).- Punto isoeléctrico 5.1 

5).- Esta enzima ha sido descrita como una flavoprote!na 
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debido a los resultados obtenidos con derivados de los s-

nitrofuranos que actuan como competidores de las flavopr_Q 

taínas. El sitio activo de esta enzima contiene un puente 

disulfuro como lo demuestran los resultados de inhibición 

por arsenito de sodio a la concentración de 10-JM. y 10-2 

m. La actividad enzimática es insensible a bajas concen--

traciones de arsenito de .sodio (10-3 m) y es altamente 

sensible a concentraciones bajas (l0-4 m) de micofur. La 

actividad es inhibida en presencia'de glutatión óxidado 

probablemente por competencia por el sitio activo y fuer-

temente inhibida por el ión fosfato (18). 

Las pruebas con diversos substratos disulfuros 

muestran que es una enzima específica para reducir al di-

sulfuro mixto CoASS-Glutatión (22). 

14 
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REDUCTASA INESPECIFICA DE DISULFUROS 

(DTNB - R E D U C T A S A) 

Recientemente ha sido descrita por Tietze una 

nueva actividad reductora inespecífica de disulfuros (19) 

en el sobrenadante microsomal de hígado de rata, es una·­

flavoprote!na dependiente de NADPH y de un cofactor prot~ 

Ínico termoestable da bajo peso mo~ecular. 

ExperimentalmentP. se utiliza ácido 5.5 ditio bís 

nitro benz6ico (DTNB) como substrato de esta reductasa 

pues esta tiene una alta reactividad sobre este disulfuro 

sintético. Esta actividad se manifiesta en ausencia del -

cofactor proteínico termoestable (c.P.T.) que estimula la 

actividad de reductasa cuando se trata de otros substratos 

disul furos. 

El mecanismo propuesto por Tietze (19) para esta 

actividad en lo que se refiere a la reducción del cofac-­

tor proteínico termoestable es el siguiente1 

C.P.T.-(s)
2

+NADPH + H+ 

Para la reducci6n inespecífica sobre otros subs­

tratos disul furos se propone la siguiente r'eacción quÍmi­

ca1 

c.P.T.-{6H)z+XSSX __ E_~ e. p. T .-.(S)z .: 2XSH 

15 



~eh~ especulado (19), sobre la posibilidad de 

que' la actividad reductora inespecífica de disulfuros des 

crita por Tietze en el sobrenadante microsomal de un hom~ 

genado de hígado de rata (19) y el sistema Tiorredoxina -

Tiorredoxina Reductasa en Escherichia coli, y hepatoma de 

rata corresponden al mismo sistema. 

Del mismo modo Tietze (19), planteo la posibili 

dad de que la actividad de CoASSG-Reductasa descrita pre­

viamente por (22), en el hígado de la rata y la reportada 

por el correspondieran a un mismo sistema enzimático, ba­

sado en los siguientes datos1 

1).- Dependencia de NADPH. 

2).- Presencia de FAD como grupo prostético. 

3).- Propiedades cromatográficas muy similares. 

4).- La poca especificidad de la enzima preparada por ~l. 

Esta duda surgió principalmente debido a la faJ 

ta de datos publicados sobre la especificidad de la enzi­

ma descrita según (22) en el hígado de rata, así como so­

bre la presencia o ausencia de algún cofactor que estimu­

lara la actividad de la enzima CoASSG-Reductasa. 
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O B J E T I V O 

~n el presente trabajo trataremos de establecer 

las correlaciones, diferencia~ y similitudes en algunas -

de las principales actividades óxido-reductasas de disul-

furos dependientes de NADPH, así como sobre la metodolo--
• 

gía utilizada en nuestro laboratorio para la purificación 

y caracterización de las actividades óxido-reductoras de 

disulfuros en hígado de rata. Dar pruebas de que la -

CoASS-Glutatión y la reductasa inespecífica de Tietze - -

(DTNB-Reductasa) son actividades distintas separables por 

cromatografía de intercambio iónico (DEAE-celulosa) y por 

la técnica de Electroenfoque en Polianfolina. Aportar da-

tos que apoyan la idea de que la Reductas inespecífica de 

Tietze y su cofactor proteínico presentes en el sobrena--

dante microsomal de hígado de rata corresponde a los sis-

temas Tiorredoxina-Tiorredoxina Reductasa reportados pre-

viamente en Escherichia coli en levadura y hepatoma de ra 

ta. 

17 



M A T E R I A L Y M E T U D O S 

El glutatión oxidado, el trifosfato piridín nu-­

cleÓtido reducido, la coenzima A, la albúmina de bovino y 

los reactivos utilizados para la preparación de solucio-• 

nes amortiguadoras Trisma Base y EDTA, así como los subs-

tratos disulfuros utilizados en la caracterización fueron 

adquiridos de la casa Sigma Chemical ca., con excepción -

del substrato disulfuro mixto CoASSG que fué sintétizado 

en este laboratorio según el método descrito por Ondarza 

( 22). El su! fato de amonio "grado enzimático" fué adquir.J:. 

do de Schwars Bio-research Co., Inc., el arsenito de so--

dio de K.E.K., el Micofur de Miles, la resina de inter 

cambio DE-22 de Whattman, el Sephadex G-100 y G~l50 da 

Pharmacia, la Polianfolina de rango de pH 3 a 10 de L.K.B. 

y el gel de fosfato de calcio de Calbiochem. Los reacti--

vos de uso común en el laboratorio fueron adquiridos de -

Merck. 

Determinaciones de las concentraciones 'de pI;otel 

nas. 

Fueron calculadas a partir de la absorbancia a -

280 mn de acuerdo con la ecuación de Layne (31) y compro-

bada por el método de Lowry (26). 

Las ~ediciones espectrofotométricas de las acti-

lB 

1 
( 

,, 
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vidades reductoras de disulfuros, nucleótidos dependien-­

tes fueron hechas en un espectrofotómetro de doble rayo -

Pay Unicam 1800 u.v. con graficador incorporada. 

Para la medición de las actividades enzimáticas 

se siguieron dos métodos diferentes1 El primero basado en 

la velocidad de oxidación del NADPH seguida a 340 nm en·­

amortiguador Tris-HCl., 0.01 m, pH 7,5 con EDTA 0.001 M ó 

amortiguador de fosfato con las mismas caracteristicas, 

solo en el caso de la medición de la actividad CoASSS-Re­

ductasa se usó amortiguador de fosfato de sodio 0.05 M, -

pH 5,75 con EDTA 0.001 ffi, En todos los casos se hizo la -

incubación previa del amortiguador, enzima y NADPH duran­

te un minuto, iniciandose la reacción con el substrato di 

sulfuro correspondiente. 

El segundo método solo fué utilizado para la me­

dición de la reductasa inespecífica de Tietze (DTNB-ReduE 

tasa) en el cual se aprovechó el hecho de que el DTNB en 

su estado reducido absorbe fuertemente a 412 nm. La medi­

ción se hizo en amortiguador Tris-HCl 0.1 M, pH 7.5 con -

EDTA 0.001 ffi, La enzima se preincubó con el amortiguador 

y el substrato DTNB y la reacción se inició con la adi-~­

ción del NADPH midiéndose la velocidad de reducción del -

DTNB a 412 nm. 

Solo en los casos en los cuales se midió la re--
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9ucción inespecÍfica de disulfuros para la DTNB-Reductasa, 

se aAadió tambien el c.p.T. en la preincubación. 

Los métodos que utilizamos para la medición es -­

pectrofotométrica de los experimentos fuerons 

1) .- Actividades enzimáticas con cofactor y sin cofactor. 

2).- Especificidad enzimática sobre diversos disulfuros. 

3) .- Inhibición por arsenito de sodio y micofur. 

4).- Características y desarrollo de las columnas que se -

describen en las gráficas o tablas como pie de figura. 
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EXT~ACCIONES Y FRACCIONAMIENTUS 

· Todos los procedimientos experimentales durante 

el aislamiento y puri~icación se llevaron a cabo a una 

temperatura de 4° c. 
1).- Se extrajeron los hígados de 50 ratas wistar con un 

peso aproxirnádo de 200 g c/u, obteniendose un peso -

total de 250 g de hígado fresco. 

2). - Los hígados se lavaron, limpiaron y secaron, picánd.Q. 

se en fragmentos, los cuales fueron sometidos a hom.Q. 

genizaci6n en un amortiguador Tris-HCl 0.1 ll1 sacara-

sa 0.25 ll1 EDTA 0.01 m pH 7.5, utilizandose un volu--

rnen de 1.5 rnl. de amortiguador por gramo <le tejido -

fresco. 

3).- El homogenado se centrifugó a 18,000 RPM durante 40 

minutos. 

4),- El precipitado fué desechado y el sobrenadante fué -

nuevamente centrifugado a 105,000 RPM durante 45 min. 

5).- El sobrenadante microsornal se utilizó corno fuente de 

las tres actividades reductoras de disulfuros depen-

dientes de NADPH y del C.P.T. (cofactor proteínico -

termoestable). 

6).- El fraccionamiento del sabrenadante microsornal fúé -

hecho con una solución saturada al 100 % de sulfato 
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de amonio (grado enzimático) (27). 

La fracción de O a 40 % de saturación se centri­

fugó a 100,000 RPM durante 15 rnin. El precipitado de di~­

cha fracción despues de ser probado para las tres activi­

dades enzimáticas fué desechado y el sobrenadante fué 11~ 

vado al 65 % de saturación, centrifugandose nuevamente a 

10,000 RPM durante 15 rnin. El precipitado de la fracción 

40-65 % se redisolvió en amortiguador y se probó para las 

tres actividades alrnacenandose~ El sobrenadante de la frac 

ción 65 % fué llevada hasta 80 % de saturaci.Ón y centrif_!¿ 

gado a 10,000 RPM durante 15 rnin. El precipitado de la 

fracción 40-65 % se utilizó corno fuente directa de las 

tres actividades enzimáticas. El sobrenadante de la frac­

ción 80 % de saturación fué utilizado corno fuente del co­

factor proteínico terrnoestable. (C.P.T.) 

Obtención del Cofactor Proteínico Terrnoestable. 

Se obtuvo utilizando la técnica descrita por Tietze (19). 

1) .- El sobrenadante de la fracción 80 % de saturac.ión se 

recuperó en su totalidad concent~ándolo hasta un vo­

lumen final de 500 ml. 

2).- Se dializó este contra un volumen total de cuatro 11 

tras de Tris-HCl 0.005 M EDTA 0.001 M pH 7,5 durante 

24 horas. Se col6có en baRo maria a una temperatura 
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de 70º c. durante 10 min., se enfrió y se centrifugó 

a 10,000 RPm. durante lS min. 

3).- Se recuperó el sobrenadante y se llevó a 100 % de sa 

turación de sulfato de amonio, se centrifugó a 

10,000 RPM. durante 15 min. y se recuperó el precipl 

tado en 50 ml. de agua tridestilada. 

4).- Se dializó contra 9 litros de buffer Tris-HCl 0.005 

M EDTA 0.001 pH 7,5 durante 21 horas. 

5). - Se concentró con acuacide• a un volumen fin al de 5 ml! 

6).- La muestra se cromatograf1ó en una columna de Sepha-

dex G-100 (17. 5 X 2.3 cm.) con un flujo de 16 ml. 

por hora, colectándose fracciones de 10 ml. 

7).- Se localizó el CPT utilizando la absorbancia de este 

a 280 nm, se concentró y almacenó para experimentos 

posteriores. 

La resina de intercambio iónico DE-22 Whattman, 

polímero de filtración molecular G-100 y G-150 fueron pr~ 

parados según la metodología descrita por Tietze (19), el 

gel de fosfato de calcio se preparó según la metodología 

utilizada por Massey ( 2) y la columna de Electroenf.oque 

en polianfolina se preparó según las t~cnicas utilizadas 

por Sevenson y Vesteberg (34). Para el desarrollo de la -

columna de polianfolina se introdujeron 53 mg de proteína 

correspondiente a la actividad de GSSG-Reductasa y CoASSG-
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Reductasa, además de 35 mg. de la actividad reductora in­

específica de disulfuros proveniente de Sephadex G-150. -

El gradiente de pH utilizado fué de 3-10 y como líquidos 

del ánodo y cátodo, ácido fosfórico y etanolamina respec-

tivamente. El gradiente de molaridad de sacarosa empleado 

fué de O a 50 %, la concentración final de la polianfoli­

na fué de 6.6 % y la corrida se realizó durante 96 horas 

con una corriente constante de 550 volts. no habiéndose -

registrado el amperaje inicial y final. Las fracciones 

fueron colectadas en volúmenes de 1.5 ml. Despues de me-­

dir el pH de cada fracción en un potenciómetro Radiometer 

-22 equipado con electrodo único, las fracciones se diali 

zaron por separado contra amortiguador Tris HCl 0.005 M -

EDTA 10-3 m. pH 7,5, 

+ 
Sulfato de sodio anhidro. 
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R E S U L T A D O S 

·La purificación de las actividades Óxido-reductQ 

ras de disulfuros presentes en el sobrenaciante rnicrosornal 

del hornogenado de hígado de rata despues del fracciona--­

miento con el sulfato de amonio fracción 40-65 % disuelto 

en amortiguador Tris-HCl 0.005 M pH 7,5, EDTA 10-3 M y 

dializado contra tres cambios del mismo amortiguador du--

rante 24 horas con un volumen efectivo de diálisis de 9 -

litros, fu~ la siguiente1 

La purificación de las tres actividades se reall 

zó en conjunto utilizando para ello cromatografía de inteJ: 

cambio iÓnico en DEAE celulosa. 

Este paso de purificación en cromatografía de in 

tercambio fu8 suficiente para separar dos zonas de activl 

dad. La primera de ellas que designaremos como zona'A 1 con 

actividad de GSSG-Reductasa y CoASSG-Reductasa y la segun 

da que designaremos como zona 'B'con la actividad de redu~ 

tasa inespecífica de Tietze, Las fracciones que co~respon 

den a cada uno de los picos de actividad presentados en -

la gráfica I se juntaron por separQdo dializándose duran-

te 24 horas contra dos cambios de amortiguador Tris-HCl -

-3 , 
0.005 M, EDTA 10 M, pH 7,5, Se centrifugo a 10,000 RPM. 

durante 10 min. con el fín de eliminar la proteína preci-
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pitada, se concentró con acuacide, tomandose una muestra 

de cada una de las dos fracciones para determinar el gra­

do de pureza de nuestras enzimas las cuales se describen 

en la tabla I en la sección correspondiente a DEAE celul_Q 

sa. 

Las fracciones provenientes de la columna de 

DEAE celulosa fueron recromatografiadas por separado en -

columnas de Sephadex G-150, la actividad de DTNB se loca­

lizó espectrofotométricamente colectándose las fracciones 

y concentr,ndose con acuacide. Se procedi5 de igual mane­

ra con la columna de filtración en la cea! se purificaba 

la GSSG-reductasa y la CoASSG-reductasa las cuales perma­

necieron unidas y sim~tricas hasta este paso de purifica­

ción, se concentraron con acuacide y se dializaron contra 

agua destilada, determinandose la pureza de las enzimas 

en este paso de purificación dichos resultados se muestran 

en la tabla I (bajo Sephadex G-150). 

La fracción con las actividades de la GSSG-redu_s. 

tasa y la CoASSG-reductasa se sometió a un paso de croma­

tografía en gel ce fosfato de calcio y el resultado de e~ 

ta se muestra en la tabla I. Ambas actividades perrr.aneci.§::. 

ron cnidas y simétricas durc:nte este proceso. 

El paso de purificación final en la columna de -

electroenfoque en polianfolina nos diÓ co~o resultado la 
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determinación del punto isoeléctrico para las actividades 

de Glutatión Reductasa y CoASS-Glutatión Reductasa siendo 

éste de 6.85 para ambas actividades QUe permanecieron unl 

das y simétricas. El punto isoeléctrico pera la reductasa 

inespecífica de Tietze fué de 5,35 y la purificación al-­

canzada para las tres actividades se muestra en la tabla 

I. En la gráfica II mostramos un perfil rle elución de la 

columna de polianfolina. 

La determinación del pH Óptimo para cada una de 

las tres actividades, presentado en la gráfica III, fué 

de 7.0 para la Glutatión Reductasa de 5,5 a 6.0 para la -

CoASS-Glutatión Reductasa y de 7.5 para la reductasa ines 

pecífica de Tietze, 

La especificidad y el efecto del cofactor protel 

nico termoestable sobre la Glutatión Reductasa y CoASS--­

Glutatión Reductasa presentados en la tabla II nos mostró 

una alta específicided pcr los substratos GSSG, CoASSG y 

DTNB así como una total insensibilidad al CPT. Por otro 

lado la reductasa inespecÍfica de Tietze tuvo actividad 

sobre todos los substratos disulfuros con que se probó y 

además fué altamente estimulado por el CPT excepto cuando 

se probó con el DTNB. 

El efecto inhibitorio de los derivados de los 5 

nitrofuranos que consiste en un bloqueo del paso de elec­

trones entre el NADPH y el FAD propuesto por Copko (32) -

27 



en la GSSG-reductasa y posteriormente por Dndarza y cola­

boradores, requiere de una incubación previa de enzima- -

inhibidor. El arsenito de sodio ha sido ampliamente cono­

cido por su propiedad de bloquear sitios activos en los -

que intervienen azufres. Las pruebas realizadas por noso­

tros utilizando estos inhibidores nos proporcionaron los 

resultados siguientes que a su vez presentarnos en la grá­

fica IV, tanto la GSSG-reductasa corno la CoASSG-reductasa 

mostraron un cornprtarniento semejante, resultando ser in-­

sensible al arsenito y altamente sensible al micofur y la 

reductasa inespecífica de Tietze que mostró un comporta-­

miento opuesto, pues se mostró insensible al micofur y se 

inhibió fuertemente con el arsenito de sodio. Para la re~ 

lizaci6n de estos experimentos los inhibidores se añadie­

ron una vez iniciada la reacción. 
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LOS RESULTADOS PRESENTADOS EN GRAFICAS Y TA5LAS SON1 

TABLA I.-

GRAFICA 1.-

GRAFICA 2.-

GRAFICA 3.-

TABLA II.-

GRAFICA 4.-

Purificación de la GSSG-Reductasa, Co­

ASSG-Reductasa y Reductasa inespecíf i­

ca de Tietze para cada una de las cin­

co t~cnicas empleadas. 

Patrón de elucián de la columna de in­

tercambio iánico en DEAE-celulosa en -

la que se observa la separación de dos 

zonas activas. 

Patrón de elución de la colLmna de 

electroenfoque en polianfolina con la­

determinación de los puntos isoel~ctrJ.. 

cos para dos zonas activas. 

Deterwinación del pH Óptimo para la 

GSSG-Reductasa, CoASSG-Reductasa y Re­

ductasa inespecífica de Tietze, 

Ensayos de espe6ificidad de las prepa­

raciones A y B con siete substratos dJ.. 

sulfuros y efecto del cofactor proteí­

nico terrnoestable (CPT). 

Efecto de los inhibidores de arsenito 

de sodio y rnicofur sobre GSSG-Reducta­

sa, CoASSG-Reductasa y Reductasa ines­

pecíf ica de Tietze. 

29 



1 

TAliLA 1: Purificación de GSSG-Reductasa; CoASSG-Reductasa y Reductasa Inespecffica de Tietze sobre {DTNB). 

GSSG REDUCT ASA -

"' é 
"O u .... 1 

"' "' .... E Cll "' e: "O ..... ......... "C u PASO DE PURIFICACION ..... . .... ..... °' 
..... 

QJ .- > u E 11'1 .... 
.¡..> '" ..... Cll ......... Cll ..... e: 
o .¡..> .¡..> Q. - u i.. 'O s.. O OI u 11'1 :::> Cll ::i·.-
o.. 1- E et UJ E > o.. u 

PRECIPITADO 7,800 41.2 1 40-65 % 
con 

Sulfato de Amonio 

Columna de 650 500 12.1 
üEAE-Celulosa 

Columna de 62.2 1,770 42.9 
Sept1adex G-150 

Columna de gel 
de Fosfdto de Calcic 12.6 4,050 98.3 

Columna de 0.6 15,870 385 
Pal ianfol ina 
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ro e: 
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GRAFICA 3 

Flg. 3, pH óptimo de las tres actividades reductasas, dependientes dt;> NADPH,de hígado de rata. 

Condiciones: Amortiguador de fosfato de sodio O. iM. ( O. OSM para la CoA-$8-G Red.) 
con EDTA. O.OOlM. NADPH 350nMolas, G-SS-G 350nMolas, CoA-SS-G 
250nMolas y DTNB 350nMolas. Enzimas: G-SS-G Red. 45 gr. CoA-SS-G r 
Red. 140 gr. Reductasa Inespec!flca 65 gr. 



TABLA II Actividades oxido-reductoras de disulfuros dependientes de NADPH 

provenientes de el sobrenadante microsomal de higado de rata. 

* 

FRACCION ENZIMATICA 

PICO A* PICO B** 

SIN COFACTOR CON COFACTOR*** SIN COFACTOR CON COFACTOR*** 

GSSG 1200 1280 12.8 29 

CoASSG 96.6 100 .64 l. 28 

DTNB 59.0 53.2 1500 1154 

CISTINA l. 28 1.28 13.58 41.8 

C I ST/\M INll 2.58 2.58 3.22 58 .o 

PANTETINA l. 93 1.93 6.44 25.8 

INSULINA 1.28 l. 28 7.1 71.0 

PICO A: GSSG-Reductasa y CoASG-Reductasa de el pico de la columna de 
DEAE-celulosa despues de filtración en Sephadex G-150 

** PICO B: Actividad reductora inespecífica de Tietze de el pico de la 
de DEAE-Cel. despues de filtración e~ Sephadex G-150 

*** CPT. Cofactor proteínico termoestable de Tietze 

Nota: Todas las actividades estan reportadas en mU/mg/min. 
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GRAFICA 4 
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Fig. 5. Efecto del arsenito de sodio y micofur sobre las reductasa s de disulfuros 
dependientes de NADPH, de hígado de rata. 
Zona A: Actividades de G-88-G red, y CoA-SS-G red. des pues de DEAE-celulosa. 
Zona B: Reductasa inespecífica de disulfuros des pues de DEAE-celulosa. 
Condiciones: ArnortiguadorTRIS-HCl O.lM, pH 7.5 con EDTA O.OOlM, excepto -

para CoA-SS-G red. que fue medida en amortiguador de fosfatos de 
sodio 0.05M, pH 5.75 con EDTA O.OOlM. NADPH llOnMolas, sustra­
tos O. 0035M, inhibidores O. OOlM final. 



e o N e L u 5 I o N E s 

La caracterización de cada una de las cinco actl 

vidades que presentarnos en la introducción de esta tésis -

nos muestra un panorama general de las diferencias y simi­

litudes que podemos encontrar entre algunas de las óxido­

reductasas de disulfuros más comunes; este es el caso de -

las tres actividades aquí estudiadas y a las cuales enfoc~ 

remos nuestras conclusiones. 

Estas tres actividades localizadas en el sobren~ 

dante microsornal de un homogenado de hígado de rata, tiene 

como características fisiológicas comunes el reducir puen­

tes disulfuros. Como características químicas comunes ten~·­

mos la presencia de FAD corno grupo prostético. Las tres u­

tilizan como coenzirna el NADPH y tienen ~n disulfuro en el 

sitio activo. 

La separación física de dos actividades en la c~ 

lumna de intercambio iónico en DEAE-celulosa mostrados en 

la gráfica 1 y la determinación de sus puntos isoeléctri-­

cos utilizando electroenfoque en polianfolina en la gráf i­

ca 2, nos mostró dos picos simétricos. El pico A que con-­

tiene a la GSSG-reductasa y CoASSG-reductasa y cuyo punto 

isoeléctrico es de 6.86., El pico 8 que contiene a la re -

ductasa inespecífica de Tietze con un punta isaeléctrico 

36 



de 5.35., Estos nos proporcionan clara evidencia de que 

se trata de por lo menos dos enzimas diferentes. 

La presencia de dos actividades que reducen a -

disulfuros en la· preparaci6n A con un mismo punto isoe-­

léctr ico nos hacen suponer una sola enzima con actividad 

reductora tanto sobre el GSSG como sobre el CoASSG. Esto 

ha sido confirmado por Rivas de la Chica (30). 

Los datos presentados en la labla II nos mues-­

tran la especificidad absoluta de la preparaci6n A sobre 

el GSSG y el substrato de disulfuro mixto CoASS-Gluta--­

tión. La actividad que podemos apreciar de la zona A so­

bre el disulfuro sintético DTNB es debida probablemente 

a la alta reactividad de éste, reduciendose expontánea -

mente al encontrarse en un medio con agentes reductores, 

(tioles generados por el NADPH). 

En la misma tabla II puede apreciarse la inesp~ 

cificidad de la actividad localizada en el pico B corre~ 

pondiente a la reductasa inespecífica de Tietze. El ca-­

factor proteínico termoestable (CPT) aumentó notablemente 

la actividad de la reductasa inespecÍfica de Tietze pu~­

diendose observar incrementos que iban desde 100 % hasta 

2000 veces, variando estos incrementos con los diferen-
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tes substratos utilizados, lo cual se puede apreciar cla­

ramente en la table II de resultados. Es importante hacer 

notar que el decremento en la actividad de la reductasa -

inespecífica de Tietze sobre el substrato sintético DTNB, 

al adicionar CPT, es debida probablemente a una interac-­

ción de tipo competitivo entre el substrato oxidado y el 

CPT oxidado, por el sitio activo de la enzima. 

De los datos del efecto de inhibidores que nos -

muestra la c;j".raf icá 4 podemos concluir que los mecanismos 

de inhibición tanto del transporte de electrones como del 

sitio activo de la CoASS-Glutatión Reductasa y el de la -

Glutatión Reductasa son iguales. Esto apoya la posibili-­

dad de que se trate de una sola enzima con una actividad 

reductora sobre dos substratos diferentes. El efecto de -

los inhibidores utilizados en la grafica 4 sobre la activl_ 

dad del pico 8 nos muestra uná inhibición compl~tamente -

opuesta a la que ocurrió cuando utilizamos el pico A como 

fuente enzimática esto apoya fuertemente la conclusión de 

que las actividades localizadas en la zona A son diferen­

tes de la localizada en la zona B. 

Con los datos anteriormente presentados pudimos 

demostrar que la preparación A contiene en una sola enti­

dad proteínica, actividad redcctora sobre el GSSG y el di 

sulfuro mixto CoASS-Glutatión, que las actividades sobre 
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dos substratos disulfuros antes mencionados, localizados 

en la zona A, no corresponden a las actividades de recuc-

tasa inespecífica localizada en la zona s. 

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan 

lo sugerido por Tietze (20) sobre la posibilidad de que 

la óxido-reductasa inespecífica descrita por él correspon 

da al sistema enzimático Tiorredoxina-Tiorredoxina Reduc-

tasa el cual fué originalmente descrito en Escherichia EE. 

li por Reichard (12) y en hepatoma de rata por Callen Mo~ 

re (24). 
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