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INTRODUCCTION

En los ¢ltimos afios se han presentada pruebas -
que indican la presencia de actividades enzimdticas aso--
ciadas con la reduccidn de puentes disulfuraes, tanto de .-
substratos protefnicos como no protefnicos. La mayoria de
estag actividades son dependientes de NADPH y se encuen--
tran distribuidas en muy diversos tejidos, tanto de anima
les como de vegetales.

En la cédlula ss de vital impaortancia la dindmica
de los mecanismos de interconversidn de los grupos disul-
furos en sulfhidrilos debido principalmente a su influen-
cia en la estructura tridimensional de las protefnas nati
vas que contienen en su molécula ﬁuantes disulfuros (1),
y en un gran ndmero de procesos fisioldgicos como son los
mecanismos de dxido~-reduccidn que involucran a la Lipoami
da Deshidrogenasa (2), Glutatidn Reductasa (3), Tiorre---
doxina-Tiorredoxina Reductasa y sistemas similares que se
encuentran relacionados con 8l transporte de slectrones -
de enlace, tambien puede citarse la reduccidn de ribonu=-
cledsidos fosfatados (4). Los procesos de 8xido-reduccidn
antes mencionados se encuentran presentes en los siguien-
tes casoa:

a).~ £n los cambios estructurales de membrana (5).



b).- En algunas protefinas nucleares durante la divisidn -
celular, tanto normal como anormal (6).

c).- En el mescanismo que regula las actividades enzimdti=-
cas de intercambio de disulfuras (7).

d).- En los tipos de unidn o mecanismos de accidn de las
hormonas que contienen puentes disulfuroes (8).

e).- En los mecanismos de proteccidn a intoxicaciones por
oxigeno (9).

f).- En los dafios causados por radiaciones ionizantes -
(10).

Para la mayor parte de los casos antes citados -
existen reacciones enzimdticas especi{ficas que no han si-
do caracterizadas en su totalidad. Dichos sistemas caen -

dentro de los tres tipos de reaccidnes siguientes:

I.- XSSX + X'SH ———»X'S5X + XS5H {no enzimética)

I1.- XS55X + 2 GSH <—E> GSSG + 2 XSH

III.- NAD(P)H + H* + XS5X <—E— 2 XSH + NAD(P)*

lL.as reacciones I y II son de intercambio sulfhi-
drilo disulfuro, llamado tambien de transhidrogenacidn, -

puede presentarse tanto en forma intramolecular como in--



termolecular en las cadenas polipeptidicas y puede ser -
guimica (I) 4 enzimdtica (II).

En el tipo de reaccidn (II1) quedan incluidos al
gunos sistemas reductores de disulfurgs dependientes de -
NAD(P)H que actuan tarnto sobre substratos protefnicos co-
mo no proteinicos.

Las dxido-reductasas de este tipo han sido anali
zadas en plantas, microrganismos y algunos tejides de ani
males superiores.

Cuatro de las principales déxido-reductasas que -
corresponden a este grupo son:
a).~ Lipoamida Deshidrogenasa (33) (EC 1.6.4.3.)
b).~ Glutatidn Reductasa (2) (EC 1. 6. 4. 2.)
c).~ Coenzima A-§-S-Glutatién Red. (18) (EC 1. 6. 4. 6.)
d).~ Tiorredoxina Reductasa (12) (EC 1. 6. 4. 4.)

La ecuacidn para la Glutatidn Reductasa se mues-
tra a continuacidn y se supone que es igual para la CoA--
55~Glutatidn Reductasa.

IV.- GSSG + NADPH + HY —E—»2 GSH + NADP*

El fendmeno de reduccidn de disulfuros in vivo -
podria explicarse por medic del acoplamiento de esta dlti

ma reaccidn, con una reaccidn de intercambio tiol-disulfu

ra, (1) & (11).
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ANTECEDENTES
LIPOAMIDA DESHIDROGENASA

(EC 1. 6. 4. 3.)

Esta enzima ha sido burificada y caracterizada a
partir de extractes de corazén de cerdo (33). Es un comﬁg
nente esencial del complejo enzimdtico de la deshidrogena
sa de los alFa—cetoécidos y corresponde a una flavoprote-
ina dapendiente de NAD™ con un disulfuro en su sitio acti
vo, el cual toma parte en la catdlisis segln la siguiente
ecuacidng

1.= E,~ Lipoato-(5), + NADH —E»E,- Lipoato-(SH),» NAD*

£l substrato natural dé esta enzima es el dcido

lipdico que se encuentra covalentemente 'unido a la E2 (Li
poil Reductasa Transacetilasa). La unidn se establece me-
diante un enlace peptidico entre el grupg carboxile del -
dcido lipdico y el épsileon amino de un residuo de lisina
de la proteina. Este complejo es conocido como lipoamida,
y es la porcidn de la enzima que interviene en la conden-
sacidn del oxo-glutarato con la coenzima A y el NAD* me--
diante la descarboxilacidn del piruvato.

Caracteristicas de la Enzima de Corazdn de Cerdo.

{
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1
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Caracterfsticas de la Enzima de Corazdn de Cérdo.

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

2).- Km 1 x 1074

3).- pH dptimo 6.3

4).-< La enzima posee dos moléculas de FAD por protefna y
dos disulfuros intercadena. Se inhibe fuertemente con ar-
senito de sodio 10-3 M y con altas concentraciones de co-
bre. Tambien se inhibe irreversiblemente con p-Cloromercu
ribenzoato, es altamente sensible a mercaptanos y su espg
cifficidad es absoluta para disulfuroes. Su velocidad de ca
tdlisis es mayor con el NADH, gque con el NADPH. El meca-
nismo de accidn gue ha sido propuesto es parecido al de -
la Glutatidn Reductasa y se sugieren mecanismos semejan--
tes para las siquientes enzimas:i

a).- CoASS-Glutatidn Reductasa.

b).~ Metalo-flavoprotefnas.

c).- Dihidrordtico-Deshidrogenasa.

d).~ Xantino-oxidasa.



TIORREDOXINA - TIORREDOXINA REDUCTASA
(EC 1. 6. 4. 4.)

La enzima de Escherichia coli (12) ha sido puri-

ficada y caracterizada, ademds existen pruebas de un co--
factor protef{nico termoestabls de bajo peso molecular - -
(Tiorredoxina) que es reducido por la Tiorredoxina Reduc-
tasa Bn presencia de NADPH catalizando la siquiente reac-

cidn seqdn Reichard (11).
I.—Tiorredoxina-(5)2 + NADPH —E Tiorredoxina-(SH)2+ NADP*

Asi{ mismo se ha informado sobre la reduccidn inespecifi

ca de disulfuros de acuerdo con la siguiente ecuacidn:
II.—Tiorredoxina-(SH)2+X-S-S-X £ Tiorredoxina—(5)2+ 25H

Acoplande las reacciones I y Il se lleva a cabo la re-
duccidn enzimdtica de diversos disulfuros dtilizando como
coenzima al NADPH (12).

Caracter{sticas de la Enzima de Escherichia coli

1).- Pesa molecular 68,000

2).- Km 5.6 X 10°°

3).- Km TPNH 5 X 107°

4}.- pH bptimo 7.4



5).- Contiene 1.4 Moles de FAD por cada 100,000 mg.-de -
" Tiorredoxina Reductasa.

Su sspecificidad para los siguientes disulfuros
se puede expresar &n % de actividad en la siquiente forma:
Tiorredoxina 100 %, Glutatidn 0.67 %, Lipoato Oxidado -~
0.11 %, Lipoato Reducido 0.88 % e Insulina 0.11 .

Se inhibe Fuartémente con P-Cloromercuribenzoato

1078

Ms con arsenito de sodio la inhibicidn es moderara -
puesto que se requirié una concentracidn de 1074 m; con ~
cianurg de potagsie la inhibicidém es completa, observdndoss
un incremento sn la actividad a concentraciones de lCl"2 ms;
el sulfato de amonioc inactiva a la enzima pero se recupera
la actividad con la adicidn ds FAD (12).

' La formacidn de sulfhidrileos y la oxidacidn del
NADPH estan en relacidn estequiométrica segudn Ellman {13).
Tiorredoxina.

El sistema de cofacter termoestable (Tiorredoxi-
na) gue actua como donadeor final de hidrdgenos, tiene las

.siguientes caracteristicas segdn Reichard.

Un peso molecular de 12,000 constando de una sola
cadena polipeptidica con un residuo de gerina terminal y -
un residuo de cistina (S-S) que puede ser reducida quimica

mente & especificamsente por la Tiorredoxima Reductasa.

En presencia de NADPH la Tiorredoxina puede utilizar al -



Lipoato reducido como deonador fimal de hidrdgeno,para la
reduccidn del citidin difosfato a deoxicitidindifosfato -
en presencia de la enzima citidin difosfato Reductasa (12)

(ver figura I).



FIGURA I

COP Ribinuctebsido difovsfato Reductasa-(Fe) > dCOP

++

ATP Mg

TIORREDOXINA-(SH), TIRREDOXINA-(SS)

+
NADP NADPH + H'

MECANISMO DEL SISTEMA CICLICO TIRREDOXINA-TIORREDOXINA REDUCTASA.



GLUTATION-REDUCTASA
| (EC 1. 6+ 4..2.)

- Esta enzima reductora de disulfuroeos ha sideo pre-
rviamente purificada y caracterizada en levadura (2), como
una flavoproteina depandiente>de NADPH en pressncia del -
cual gse esncuentra completamente reducida.

El NADP® formado en esta reaccién se combina con
la enzima dando un complejo de transferencia de carga en-
tre el FADH de la enzima y el NADRY.

£1 mecanismo de reaccidn es tipico, pues interag
ciona con una molécula de substrateo para convertirse esn -
una forma modificada antes de reaccionar con una sequnda
molécula ds substrato que la transformard a su forma ori-
ginal. (figura 2). Este mecanismo ha sido descrito de ma-
nera semejante para un gran ndmero de flavoproteinas (15).

GSSG + NADPH + HY —E 5 2 GSH + nADR*

La GSS5G-reductasa ha sido ampliamente estudiada
y se ha purificado a partir de muy diversas fuentes como
sont

Eacherichia coli, levadura, guisantes, eritroci-

tos de bovino, hepatoma e higado de rata.

BIBLIOTECA CENTRAL
U N A M
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Caracteristicas de la GSSG-Reductasa de levadura.

1) .- Pesa molecular .116,000

5.5 X 1072 M.

3.8 X 107 m.

2) - Km pogg

3) = KM ynopy
4) .- pH dptimo 7.1

5).- Punto isoeldctrico 5.9 (17).

6).- Su coeficiente de extincidn molecular a 280 nm es de
15.4 (15). Existen datos'que indican que esta enzima esta
formada por dos cadenas polipeptidicas idénticas ligadas
por puentes monovalentes. EI grupo prostético FAD, puede
ser separado por diélisis o por electruforésis lo cual sy
giere una unidn no covalente con la cisteina.

Se ha calculado un recambio méximo 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 reduccidn a 580 nm. S5e estimu
la por el idn fosfato segln Woodin y Segal, y se inhibe -
reversiblemente por CoASSG (23). La inhibicién por mercu-
riales indica la presencia de un disulfuro como parte del
sitio activo de la enzima. La proteina nativa posee por -
cada molécula de FAD un solo sulfhidrilo que expuesto por
NADPH es activo, es insensible al arsenito de sodio an4
M y se inhibe fusrtemente con Micofur 107% m. Mecanismo -

seqtin (3) en Fig. No. 2
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CoASSG=-REDUCTASA
(EC. 1. 6. 4. 60)

' Esta enzima fué descrita recientemente por Ondar
za y colaboradores (17) originalmente en hfgado de rata -
(22) vy praviameﬁte se ha purificado y caracterizado en le-
vadura (18). Es una flavoprotefna dxido-reductasa depen---
diente de NADPH que cataliza la reduccidn del disulfuro -~
mixto CoA55-Clutatidn segln la siguiente reaccidm

CoASSC + NADPH ——E 5 CoASH + NADPY + GSH

La caracterizacidn y purificacidn de esta enzima
en lsvadura se llevd a cabo en el laboratorio del Dr. On=-
darza y recisntemente se ha iniciado su purificacidn y ca=~
racterizacidn en este mismo laboratorio en higado de rata

por Escamilla y colaboradores (21).

£l mecanismo propuesto para esta actividad es si
milar al de la Glutatidn Reductasa figura II (3):

Caracterfsticas de la CoASSG-Reductasa en levadura.

1} .~ Pesao molecular 107,970
2).- Km 2.0 X 1074
3).- pH dptimo 5.5
4) .- Pﬁnto isoeléctrico 5.1

5).~ Esta enzima ha sido descrita como una flavoproteina

13



debido a los resultados obtenidos con derivados de los 5-
nitrofuranos que actuan como competidores de las flavepro
teinas.‘El sitio activo de esta enzima contiene un puente
disulfuro como lo demuestran los resultados de inhibicidn
por arsenito de sodio a la concentracidn de 10']m. y lIZl"2
M. La actividad enzimdtica es insensible a bajas concen--
traciones de arsenito de .sodio (10-3 M) y es altamente -
sensible a concentraciones bajas (10"4 M) de micofur. La
actividad ®s inhibida en presencia de glutatidn dxidado
probablemente por competencia por el sitic activo y fuer-
temente inhibida por el idn fosfato (18).

Las pruebas con diversos substratos disulfuros

muestran que es una enzima sspec{fica para reducir al di-

sulfuro mixto CoASS-Glutatidn (22).

14



REDUCTASA INESPECIFICA DE DISULFURQS
(DINB -REDUCTAS A)

Recientemente ha sido descrita por Tietze una -
nueva actividad reductora inespecifica de disulfuros (19)
en el sobrenadante microsomal de higado de rata, es una.-
flavoproteina dependienté de NADPH y de un cofactor prote
fnico termoestable de bajo pesc molecular.

Experimentalmente se utiliza dcido 5.5 ditio bis
nitro benzdico (DTNB) como substrato de esta reductasa -
pues esta tiene una alta reactividad sobre este disulfuro
sintdtico. Esta actividad se manifiesta en ausencia del -
cofactor protefnico termoestabls {(C.P.T.) gue estimula la
actividad de reductasa cuando se trata de otros subst:afos
disulfuros.

" E1l mecanismo propuesto por Tietze (19) para esta
actividad en lo fgue se refiere a la reduccidn del cofac--
tor proteinico termoestable es el siguiente:

C.P.T.=(S),#IADPH + H* —F—> C.P.T.~(SH), #'NADP*
Para la reduccidn inespecifica sobre otros subs-
tratos disulfuros se propone la siguiente reaccidn quimi-

cat

C.P.T.=(BH) ;#X8SX ——E> C.P.Tun(5), +" 2XSH

15



Se ha especulado (19), sobre la posibilidad de
que’ la actividad reductora inespecifica de disulfuros des
crita por Tietze en el sobrenadante microsomal de un homg
genado de higado de rata (19) y el sistema Tiorredoxina -

Tiorredoxina Reductasa en Escherichia coli, vy hepatomé de

rata corresponden al mismo sistema.

Del mismo modo Tisetze (19), planteo la posibili
dad de que la actividad de CoASSG-Beductasa descrita pre-
viamente por (22), sen el higado de la rata y la reportada
por el correspondieran a un mismo sistema enzimdtico, ba-
sado en los siguientes datost
1).- Dependencia de NADPH.
2).~ Presencia de FAD como grupo prostético.

3).- Propiedades cromatogrdficas muy similares.
4).- La poca sspecificidad de la enzima preparada por é1l.

Esta duda surgid principalmente debido a la fal
ta de datos publicados sobre la especificidad de la enzi-
ma descrita segdn (22) en el higado de rata, asi como so-
. bre la presencia o ausencia de algln cofactor que estimu-

lara la actividad de 1a snzima CoAS55G-Reductasa.

16



" 0BJETIVDO

En el presente trabajo trataremos de estahblecer
las correlaciones, diferencias y similitudes en algunas -
de las principales actividades dxido-reductasas de disul-
furos dependientes de NADPH, as{ como sobre la metodolo--
gia'utilizada en nuestro laboratorio para la purificacidn
y caracterizacidn de las actividades déxido~reductoras de
disulfuros en higado de rata. Dar pruebas de que la - - -
CoASS-Glutatidn y la reductasa inespecifica de Tietze - -
(DTNB-Reductasa) son actividades distintas separables por
cromatografia de intercambio idnico (DEAE-celulosa) y por
la técnica de Electroenfoque en Polianfolina. Apertar da-
tos que apoyan la idea de que la Reductas inespecifica de
Tietze y su cofactor proteinico presentes en el sobrena~-
dante microsomal de higado de rata corresponds a los sis-
temas Tiorredoxina~Tiorredoxina Reductasa reportadeos pre-

viamente en Escherichia coli en levadura y hepatoma de ra

ta.

17
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MATERIAL Y WETODOS

£1 glutatidn oxidado, el trifosfato piridf{n nu--
cledtido reducido, la coenzima A, la albdmina de bovino y
los reactivos utilizados para la preparacidn de solucio--
nes amortiguadoras Trisma Base y EDTA, asi como los subs=-
tratos disulfuros utilizados en la caracterizacidn fueron
adquiridos de la casa Sigma Chemical Co., con excepcidn -
del substrato disulfuro mixto CoASSG gue fué sintétizado
an este laboratorio segdn el método descrito por Ondarza
(22). E1 sulfato de amonio "grado enzimdtico" fué adquiri
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-150 de =~
Pharmacia, la Polianfolina de rango de pH 3 a 10 de L.K.B
y 8l gel de fosfato de calcio de Calbiochem. Los reacti--
vos de uso comdn en el laboratoric fueron adquiridos de -
Merck.

Determinaciones de las concentraciones 'de protef

Fueron calculadas a partir de la absorbancia a -
280 mn de acuerdo con la ecuacidn de Layne (31) y compro-
bada por 2] método de Lowry (26).

Las mediciones espectrofotométricas de las acti-

18



vidades reductoras de disulfuraos, nucledtidos dependien--
tes fueron hechas en un espectrofotdmetro de doble rayo -
Pay Unicam 1300 U.V. con graficador incorporado.

Para la medicidn de las actividades enzimdticas
se siquieron dos métodos diferentes: El primero basado en
la velocidad de oxidacidn del NADPH seguida a 340 nm en--
amortiguador Tris-HC1l., 0.01 M, pH 7.5 con EDTA 0.001 M &
amortiguador de fosfato con las mismas caracteristicas, -
solo en el caso de la medicidn de la actividad CoASS55-Re-
ductasa se usd amortiquador de fosfato de sodio G.US My -
pH 5.75 con EDTA 0.001 M. En todos los casos se hizo la -
incubacidn previa del amortiguador, enzima y NADPH duran-
te un minuto, iniciandose la reaccidn con el substrato di
sulfuro correspondiente.

El segundo método solo Fué utilizado para la me-
dicidn de la reductasa inespecifica de Tietze (DTNB-Redugc
tasa) en el cual se aprovechd el hecho de qus 8l DTNB en
su estado reducido ahsorbe fuertemente a 412 nm. La medi-
_cidn se hizo en amortiguador Tris-HC1 0.1 M, pH 7.5 con -
EDTA 0.001 M. La enzima se preincubd con el amortiguador
y el substrato DTNB y la reaccidn se inicid con la adi-=-
cidén del NADPH midiéndose la velocidad de reduccidn del -
DTNB a 412 nm.

Solo en los casos en los cuales se midid la re--

19



ducciédn inespecifica de disulfuros para la DTNB-Reductasa,
se afiadid tambien el C.P.T. en la preincubacidn.

Los métodos gue utilizamos para la medicidn es --
pectrofotométrica de laos experimentos Fuerunt
1) .- Actividades enzimdticas con cofactar y sin cofactor.
2).- Especificidad enzimdtica sobre diversos disulfuros.
3).- Inhibicidn por arsenito de sodio y micofur.
4).- Caracteristicas y desarrollo de las columnas que se -

describen en las grdficas o tablas como pie de figura.

20

o —— b ——— e e e e



EXTIACCIONES Y FRACCIONAMIENTUS

- Todos los procedimientos experimentales durante
el aislamiento y purificacidén se llevaron a cabo a una -
temperatura de 4° C.

1) .~ Se extrajeron los higadoé ae 50 ratas wistar con un %
peso aproximddo de 200 g c/u, obteniendose un peso -
total de 250 g de higado frascao. |

2) .- Los higados se lavaron, limpiaron y secaron, picdndg
se en fragmentes, los cuales fueron sometidos a homg
genizacidn en un amortiguador Tris-HCl 0.1 M sacaro-
sa 0.25 m EDTA 0.0l m pH 7.5, utilizandose un volu=--
men de 1.5 ml. de amortiguador por gramo de tejido -
fresco.

3).~ E1 homogenado se centrifugd a lB,UDD‘RPM durante 40
minutaos.

4),~ El precipitado fué desechado y 8l sobrenadante fué -
nuevamente centrifugado a 105,000 RPM durante 45 min.

5).~ E1 sobrenadante microsomal se utilizd como fuente de
las tres actividades reductoras 58 disulfuros depen-
dientés de NADPH y del C.P.T. (cofactor proteinico -
termoestable).

6).- E1 Ffaccionamiento del sohrenadante microsomal fué -

hecho con una solucidn saturada al 100 % de sulfata
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‘de amonio (grado enzimdtico) (27).

La fraccidn de 0 a 40 % de saturacidn se centri-
fugd a 100,000 RPM durante 15 min. El precipitado de air-
cha fraccidn despues de ser probado para las tres activi-
dades enzimdticas fué desechado y el sobrenadante fué lls
vado al 65 % des saturacidn, centrifugandose nuevamente a
10,000 RPM durante 15 min. El precipitado de la fraccidén ‘
40-65 % se redisolvid en amortiquador y se probd.para las
tres actividades almacenandose., E1l sobrenadante de la frag
cidn 65 % fué llevada hasta 80 % de saturaciﬁn y centrify
gado a 10,000 RPM durante 15 min. E1 pracipitadu de la -
fraccidn 40-65 % se utilizd como fuente directa de las "=~
tres actividades enzimdticas. El sobrenadante de la frac-

cidn 80 % de saturacidn fuéd utilizado como fuente del co-

factor protefnico termoestable. (C.P.T.)
Obtencidn del Cofactor Protafnico Termoestable.

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

1) .~ El sobrenadante de la fraccidn 80 % de saturacidn se
recuperd en su totalidad concentrdndolo hasta un vo-
lumen final de 500 ml. '

2).- Se dializd este contra un velumen total de cuatro 1i
tros dé Tris-HC1 0.005 M EDTA 0.00L M pH 7.5 durante

24 horas. Se colocd en bafio maria a una temperatura
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,3)‘._

de 70° C. durante 10 min., se enfrid y se centrifugd
a 10,000 RPM. durante 15 min.

Se recuperd el sobrenadante y se llevé a 100 % de sa
turacidén de sulfato de amonic, se centrifugd a -
10,000 RPM. durante 15 min. y se recuperd el precipi
tado en 50 ml. de agua tridestilada.

Se dializd contra 9 litros ae buffer Tris-HC1 0.005

m EDTA 0.001 pH 7.5 durante 21 horas.

. L ] .
: concentrd con acuacide'a un volumen final de 5 ml.
Se centr

La muestra se cromatografid en una columna de Sepha-
dex G-100 (17.5 X 2.3 cm.) con un flujo de 16 ml. -
por hora, colectdndose fracciones de 10 ml.

Se localizd el CPT utilizando la absorbancia de este
a 280 nm, se concentrd y almacend para expsrimentos
posteriores.

La resina de intercambio idnico DE~22 Whattman,

polimero de filtracidn molecular G-100 y G-150 fueron pre

parados segln la metodologfa descrita por Tietze (19), el

gsl de fosfato de calcioc se prepard seqln la metodolagia

utilizada por Massey (2) y la columna de Electroenfoque

en polianfolina se prepard sequn las técnicas utilizadas -

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

columna de polianfolina se introdujeron 53 mg de proteina

correspondiente -a la actividad de GSSG-Reductasa y CoASSG-
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Reductasa, ademds de 35 mg. de la actividad reductora in-
especifica de disulfuros proveniente de Sephadex G-150. -
El gradiente de pH utilizado fué de 3~10 y como liquidos
del dnodo y cdtodo, dcido fosfdrico y etanolamina respec-
tivamente. E1l gradiente de mplaridad de sacarosa empleado
fué de 0 a 50 %, la concentracidn final de la polianfoli-
na fud de 6.6 % y la corrida se realizd durante 96 horas
con una corriente constants de 550 volts. no habiéndose -
registrado el amperaje inicial y final. Las fracciones -
fueron colectadas‘en valdmenes de 1.5 ml. Despues de me--
dir el pH de cada fraccidn en un potencidmetro Radiometer
-22 equipado con electrodo dnice, las fracciones se diali
zaron por separado contra amortigquador Tris HC1l 0.005 M -
EDTA 107 m. pH 7.5.

"Sulfato de sodio anhidro.
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RESULTADOS -

‘La purificacidn dé las actividade$ éxido-reducto
ras de disulfuros presentes sn el sobrenadante microsomal
del homogenado de higado de rata despues del fracciona-~-
miento con el sulfato de amonio fraccidn 40-65 % disuelto
en amortiguador Tris-HC1 0.005 M pH 7.5, EDTA 107° m y -
dializado contra tres cambios del mismo amortiguador du--
rante 24 horas con un volumen efectivo de didlisis de 9 -
litros, fué la siquientes

La purificacidn de las tres actividades se realj
zé en conjunto utilizando para ello cromatograffa de inter
cambio idnico en DEAE celulosa.

Este paso de purificacidn en cromatograffa de in
tercambio fué suficiente para separar dos‘zonas de activi
dad. La primera de ellas que desigharembs como zona ‘A’ can
actividad de G55G-Reductasa y CoASSG-Reductasa y la segun
da que designaremes como zona ‘B'con la actividad de redug
tasa inespecifica de Tietze. Las fracciones que correspon
den a cada uno de los picos de actividad presentados en =~
la gréfica I se juntaron por separado dializdndoss duran-
te 24 horas contra dos cambios de amortiguador Tris-HCl -

3

0.005 M, EDTA 1077 m, pH 7.5. Se centrifugd a 10,000 RPM.

durante 10 min. con el fin de eliminar la protefna preci-
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pitada, se concentrd con acuacide, tomandose una muesira
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 seccidn correspondiente a DEAE celula
sa.

Las fracciones provenientes de la columna de -
DEAE celulosa fueron recromatogfafiadas por separado en -
columnas de Sephadex G~-150, la actividad de DTNB se loca-
1lizd espectrofotométricamente colectdndose las fracciones
y concentrdndose con acuacide. Se procedié de igual mane-
ra con la columna de filtracidn en la cual se purificaba
la GSSG-reductasa y la CoASSG-reductasa las cuales perma-
necieron unidas y simétricas hasta este pasoc de purifica-
cidn, se concentraron con acuacide y se dializaron contra
agua destilada, determinandose la pureza de las enzimas
en este paso de purificacidn dichos resulfados se muestran
en la tabla I (bajo Sephadex G-150).

La fraccidn con las actividedes de la GSSG~-reduc
tasa y la CoASSé—reductasa se sometid a un paso de crama-
tograffa en gel de fosfato de calcio y el resultade de ss
ta se muestra en la tabla I. Ambas actividades perrmanecig
ron unidas y simétricas durante este proceso.

E1l paso de purificacidn final en la columna de -

electroenfaogue en polianfolina nos did como resultado ls
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.determipacidn del punto isceléctrico para las actividedes
de Glutatidn Reductasa y CoASS-Glutatidn Reductasa siendg
éste de 6.85 para ambas actividedes que permanecieron uni
das y simétricas. E1 punto isoeléctrico para la reductasa
inespecifica de Tietze fué de 5.35 y la purificacidn al--
canzada para las tres actividades se muestra en la tabla
I. En la gréfica II mostramos'uﬁ perfil de slucidn de la
columna de polianfolina.

La determinacidn del pH dptimo para cada una de
las tres actividades, presentado en la grdfica III, fué
de 7.0 para la Glutatidn Reductasa de 5.5 a 6.0 para la -
CoASS-Glutatidn Reductasa y de 7.5 para la reductasa ines
pecifica de Tietze.

La especificidad y el efecto del cofactor protef
nico termoestable sobre la Glutatidn Reductasa y CoASS5=---
Glutatidn Reductasa presentados en la tabla I1 nos mostrd
una alta especificidad per los substratos GSSG, CoASSG y
DTMB asi como una total insensibilidad el CPT. Por otro
lado la reductasa inespecifica de Tietze tuvo actividad
sobre todos los substratos disulfuros con que se probd vy
ademds fué altamente estimulado por el CPT excepto cuando
se probd con el DTNB.

£1 efecto inhibitorio de los derivados de los &
nitrofuranos que consiste en urn blogueo del paso de elec-

trones entre el NADPH y el FAD propuesto por Copko (32) -
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en ‘la G5SG-reductasa y posteriormente por Ondarza y cola-
boradores, requiere de una incubacidn 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 uvtilizando estos inhibidores nos propnfcionaron los

resultados siguientes que a su vez presentamos en la gré-
fica IV, tanto la GSSG-reductasa como la CoASSC~reductasa
mostraron un comprtamiento semejante, resultando ser in--
sensible al arsenito y altamente sensible al micofur y la
reductasa inespecifica de Tietze que mostrd un comporta--
miente opuesto, pues se mostrd insensible al micofur y se
inhibid fuertemente con el arsenito de sodio. Para la rea
lizacién de estos experimentos los inhibidores se afiadie-

ron una vez iniciada la reaccidn.
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TABLA 1: Purificacidn de

GSSG-Reductasa; CoASSG-Reductasa y Reductasa Inespecffica de Tietze sobre (DTNB).

SOBRE
GSSG-REDUCTASA CoASSG-REDUCTASA REDUCTASA INESPECIFICA (DTNB)
il 8 E ' =) 8 b= ' (9 '08-5. '
PASO DE PURIFICACION | = FES L s $ES| 38 |EE - b
ASO DE P~ [SC 2l wc .l T~ 508 wcC . .|8% 3~ | 5SCE8 |0«
2 o B I I o m -9 =X U - | =3l o o - C
O 4 | o U =Y O + e A o U 0| own o & Qe v 52
S o (U v D U 3~ £ 0 |V w D v 3~ ownlo £ O Uwnd v e
o -E € w E| == &ou a = Eld w E > aviou o - <SWE | > Qv
i 7,800 4.2 1 {7,800 4.5 1 9.1 |7,800| 27.2 1
con
Sulfato de Amonio
Cotumna de 650 500 12.1| 650 55 121 9.0 | s00| 150 5.5
UEAE-Celulosa
Columna de 62.2 | 1,770 42.9 62.2 | 182 40.4 9.7 | 15.4] 720 24.6
Sephadex G-150
Columna de gel
de Fosfato de Calcid  12-6 | 4,050 98.3 12.6 454 100 9.0 - - -
Columna de 0.6 | 15,870 | 385 0.6 | 1,575 350 10 2.18 | 1,852 | 68
Polianfolina
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TABLA 11 .: 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*** [STN COFACTOR [CON COFACTQR***
GSSG 1250 1280 12.8 29
CoASSG 96.6 100 .64 1.28
DTNB 59.0 53.2 1500 1154
CISTINA 1.28 1.28 13.58 41.8
CISTAMINA 2.58 2.58 _ 3.22 58.0
PANTETINA 1.93 1.93 6.44 25.8
INSULINA 1.28 1.28 7.1 71.0
* PICO A: GSSG-Reductasa y CoASG-Reductasa de el pico de la columna de
DEAE-celulosa despues de filtracion en Sephadex G-150
*x PICO B: Actividad reductora inespecifica de Tietze de el pico de la
de DEAE-Cel. despues de filtracidon er Sephadex G-150
KKKk CPT. Cofactor proteinico termoestable de Tietze

Nota: Todas las actividades estan reportadas en mU/mg/min.
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Fig. 5. Efecto del arsenito de sodio y micofur sobre las reductasas de disulfuros
dependientes de NADPH, de higado de rata.
Zona A: Actividades de G-8S-G red. y CoA-5S-G red. despues de DEAE-celulosa.
Zona B: Reductasa inespecifica de disulfuros despues de DEAE-celulosa.

. , €xcepto -

Condiciones: Amortiguador TRIS-HC1 0.1M, pH 7.5 con EDTA 0.001M
para CoA-SS5-G red. que fue medida en amortiguador de fosfatos de

sodio 0.05M, pH 5.75 con EDTA 0.001M. NADPH li(nMolas, sustra-
tos 0.0035M, inhibidores 0.001M final,



CONCLUSIONES

La caracterizécién de cada una de las cince acti
vidades que presentamos en la introduccidén de esta tésis -
~ nos muestra un panorama general de las diferencias y simi-
litudes que podemos encontrar entre algunas de las dxido-
reductasas de disulfurcs mds comunes; este es el caso de -
las tres actividades aqui estudiadas y a las cualses enfbcg
remos nuestras conclusionss.

Estas tres actividades localizadas en el sobrena
dante microsaomal de un homogenado de higado de rata, tiens
como caracter{sticas fisioldgicas comunes el reducir puen-
tes disulfuros. Como caracteristicas quimicas comunes tene
mos la presencia de FAD como grupo prostético. Las tres u-
tilizan como coenzima el NADPH y tienen un disulfuro en el
sitio activao. |

La separacidn fisica de dos actividades en la co
lumna de intercambioc idnico en DEAE~celulosa mostrados en
la grdfica 1 y la determinacidn de sus puntos isceléctri-=
cos utilizandoe electroenfoque en polianfolina en la grdfi-
ca 2, nos mostrd dos picos simétriceos. £l pice A que con-=-
tiene a la GSSG-reductasa y CoASSG-reductasa y cuyo punto
isoeléctrico es de 6.86., El pico B gue contiene a la re -

ductasa inespecifica de Tietze con un punto iseeléctrico
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dg‘5.35., Estos nos proporcionan clara evidencia de que
se trata ds por lo menos dos enzimas diferentes.

La presencia de dos actividades que reducen a -
disulfuros en la preparacidn A con un mismo punto isoe--
léctrico nos hacen suponer una sola enzima con actividad
reductora tanto socbre el G55G 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 preparacidn A sobre
el G5SG y el substrato de disulfuro mixto CoASS-Gluta---
tidn. 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 expontdnea -
mente al encontrarse en un medio con agentes reductores,
(tioles generados por el NADPH). ‘

En la misma tabla II puéde apreciarse la inespg
cificidad de la actividad localizada en el pico B correg
pondiente a la reductasa inespecffica de Tistze. El co=--
factor proteinico termoestable (CPT) aumentd notablemente
la actividad de la reductasa inespecifica de Tietze pu=~
diendose observar incrementos gue 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 B8l decremento en la actividad de la reductasa -
inespecifica de Tietze sobre el substrato sintético DTNB,
al adicionar CPT, es debida probahblemente a una interac--
cién de tipo competitivo entre el substrato oxidado y el
CPT oxidado, por el sitio activd de la enzima.

De los datos del efecto de inhibidores que noé -
muestra la grafica 4 podemos concluir que los mecanismos
de inhibicidn tanto del transporte de electrones como del
sitio activo de la CoASS-Glutatidn Reductasa y el de la =
Glutatidn Reductasa son iguales. Esto apoya la posibili-—
dad de gue 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 activi
dad del pico B nos muestra una inhibicidn EDmpletamente -
opuesta a la que ocurrid cuando utilizamos el pico A como
fuente enzimdtica esto apoya fuertemente la conclusidn de
que las actividades localizadas en la zona A son diferen-
tes de la localizada en la zona B.

Con los datos anteriormente présentadcs pudimos
demostrar que la preparacién A contiens en una scla enti-
dad protefnica, actividad reductora sobre el GSSG y el di

sulfuro mixto CoAS5-Glutatidn, 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 inespecifica localizada en la zona B.

-Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan
lo sugerido por Tietze (20) sobre la posibilidad de que
la dxido-reductasa inespecifica descrita por é1 correspon
da al sistema enzimdtico Tiorredoxina-Tiorredoxina Reduc-
tasa el cual fué originalmente descrito en Escherichia-EQ
li por Reichard (12) y en hepatoma de rata poerDlan Moo

re (24).
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