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ESTABD.IDAD DE LA GL1JTATION RED1JCTASA EN PRESENCIA DE 
AGENTES DESNATlJRALIZANTES 

RESUMEN 

En el ..-wte tnbejo 1e atudió la e8hlbilidad cinética y estructural de la glutatión reductua 
(NAD[P]H: GSSG oxido reductaM EC 1.6.4.2.) de la cÍllllObacteria Spirullna -lma empleando 
como qCllta dematuralizantea cloruro de auanidinio (Gdn-CI). urea y calor. 

La incubación de la enzima en soluciones de concentración vmiable de Gdn-CI o urea da 
como multado la pérdida padua1 de la actividad, con loa puntos medio• de la transición ce.~ 
localizado• en 0.36 M y 4.S M, respectivamente. La remoción por dilución del compuesto 
~ reaJlta en la RIK:tivaci6n de la enzima. Sin embargo, mientras que aquellas alicuotu 
de la~ prrincuhadu en la urea me reactivan al 100 %, independientemente de la concentración 
de esta última, en Gdn-CI la recuperación de la actividad sólo es total huta 2.a M. 

El análisis estructural mediante técnicas espectroacópicas de la enzima inactivada puso de 
manifiesto que la inactivación reversible inducida por ambo• compuesto• no ea debida a la 
desnaturalización de la proteina, sino a cambios conformacionales R1tilea, que muy probabl-te 
involucran al utio activo. Aunque la inactivación por urea va acompaftada de la disociación de la 
enzima tetramérica en dímeros, no ae observó una correlación entre la actividad reüdual y el 
pon:entaje de la especie tetramérica, lo que sugiere que el dimero también ea cataliticamente activo. 

En aoluciOlwa de Gdn-CI mayores a 2.a M la glutatión reductua ea inactivada gradualmente 
en forma irreversible, con una C,12 en 3.4 M. Dicha inactivación es concomitante con la pérdida de 
las estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria de la proteina; un embarao. el análiu• 
hidrodinámico puso de manifiesto la existencia de intermediarios. En Gdn-CI 4 M la enzima existe 
como una mezcla de dimero• y monómeroa parcialmente desnaturalizados en equilibrio. 

La dematuralización térmica de la glutati6n reduc:taaa resultó ser un proceso complejo. En 
una primsa CUipa, la proteina tetnmérica se disocia en dímeros, y ea cata última especie la que aufte 
la~ ténnica. En este mentido, los estudio• calorimétrico• revelaron que dicho proceso 
e• irreversible, parcial y acompallado de aareaación de la proteina, amén de que la mapútud y 
posición de la endoterma resultaron aer dependiente• de la velocidad de calentamiento. El 
Clllentamiento de la enzima en prnenc:ia de concentracionea no deanaturalizante• de Gdn-CI ( :.: 2.8 
M ) permiti6 ob..var la desnaturalización completa de la misma. Loa resultado• anteriores llevaron 
a proponer un modelo en el que la proteina diméric:a mufte un desdoblamiento parci,al de su estructura 
en un procao COl1á'obldo cinéticamenle. de tal manera que loa pariunetro• termodinúnicoa dependen 
de la velocidad de calentamiento. 

El calentamiento de la enzima en presencia de NADPH disminuyó conüderablemente su 
tcnnoesalbilidad, tanto catalitica como estructural. La Tu2 • evaluada por la actividad enzimitica, se 
desplaza desde 71°C en auaenc:ia de NADPH huta 44ºC en SOO pM NADPH. En forma umilar, 
tanto el perfil calorimétrico como la Tm se modifican notablemente en presencia de NADPH. En 
base a la información crilltalopidica disponible, se plantea la hipóteü• de que la menor 
termoeatabilidad de la enzima en preaencia del nucleótido es reR1ltado del solvente desplazado 
durante MI unión a la proteina. 



STABILITY OF GLUTATHIONE REDUCl'ASE IN THE PRESENCE OF 
DENATUIUNG AGENTS 

SUMMARY 

In tbe preMDt work botb tbe kinetic and the atructural lltability of aJutatbio- reductue 
(NAD{P]H: GSSG ~ EC 1.6.4.2.) &om c:y8ll0bllcterium Splr11/ina _,_ wu atudied 
by u9in8 panidiaium bydroc:hloride (Gdn-Cl), urea and heat u d-wñns aaents. 

lncubation of the enzyme in solutions of varina concentrations of either Gdn-Cl or urea 
-1ted in a aradual lou ofita llCtivity. witb the transition midpoint• (C1,.) located at 0.36 M and 4.5 

M, respec:tively. Removal of denaturina compound by dilution reaulted in rec:overy of enzyme 
activity. Full ractivation wu obtained for enzyme aamplea preincubated in urea solutions. By 
contrut. f\d1 rec:overy of activity wu only obtained for Gdn-Cl concentrations up to 2.8 M. 

Struc:tural analysi• ofthe inactivated enzynw atudied by spec:trosc:opic techniquea, revealed 
tbat ...., ....... inactivation produc:ed by eitber Gdft.Cl or urea wu not due to unfoldina, but instead 
to slisht conformational cbanaea. probably involvina the active site. Altl-.ab the urea-depeadent 
inactivation wu concomitant witb the diuoc:iation of tetrameric enzyme into dímera, a correlation 
betwem residulll activity and teir- abundance wu not oblel'Ved, suaaenins dimer is catalitically 
active. 

In Gdn-Cl solutions bi_._, tbsn 2.8 M aJutatbio- reductue wu itreversibly inactivated, 
witb CtJZ 1ocated at 3.4 M. Sucb inactivation wu accompanied by tbe ton of quaternary, tmiary and 
leCOndary atructurea. However, bydrodynamic analysis revealed tbe prnence ofintennediariea. At 
4 M Gdn-Cl an equilibrium ~ partial1y unfolded dimer and monomer mata. 

Tbennal d-turation of aJutatbio- reductue revealed to be a comp1- proceas. In a firat 
step, t~c protein wu diuoc:iated into dímera, beins the latter tbe specie• involved in the 
transition of the tbennal unfoldiftlJ. Calorimetric atudies revealed that the procesa wu itreversible, 
partial and concomitant witb tbe aapeption of the protein. Further, a dependenc:e of botb the 
pollition and size ofthe endotberm on heatilllJ rate wu obaerved. In the presenc:e ofnon-denaturina 
conccntrations ofGdn-Cl ($ 2.B M) a tbll thermal unfoldins ofthe enzyme wu obtained. Bued on 
tbe above resulta, a model in wbich the dimeric protein is partially denatured in a kinetically 
controlled proceu wu propolled. 

In tbe sw- ofNADPH. the enzyme llhowed a lower thermostability. Bued on the kinetic 
data, T112 wu lhifted ftom 71 ºC in the abNnc:e to 44°C in the preaence of 500 pM NADPH. The 
Calorimetric prome wu also modified. Bued on the available crylltalloarapbic data, a model is 
propolled in whicb di•plac:enwnt of solvent ftom the bindins site of the nucleotide resulta in a more 
labile •pecies. 
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INTRODUCCION 

Lu pn>teinu comaituyen. indudablemente. el c:onjunto de biomoléadaa mlaa verútil. ya que 

desempeftan un sran número de fi.mcionea en el metabolismo celular. Tal venatilidad ea po8ible 

srac:iaa al inmenso número de arresto• tridimensionales que pueden adoptar las c:adenaa 

polipeptidiala. lo que a au vez ea el resultado de una variedad potencialmente infinita de eaaruc:turaa 

primariaa. Dentro de dic:ho c:onjunto. laa enzimu pueden c:olUiderane c:omo el pupo de proteinaa 

mlaa ~. ya que debido a au alta apecificidad en la intsacc:ión con uno o unos cuantos tipos 

de moléadu (mstratoa). ae hac:e nec:esaria la pre11enc:ia de una enzima partic:ular para c•t••i-r cada 

una de laa múltiples reac:c:ionca que c:onatituyen el metabolismo celular. 

El c:onocimiento detallado de la ac:c:ión quimic:a de cada enzima ha requerido del empleo de 

un aran número de metodolosiu. tales c:omo ... técnic:aa de purific:ación de proteinu. modific:ación 

química de residuos eapecific:oa. difracción de rayos ··x-·. etc. Tales estudios han pennitido que. a la 

f"echa. se disponp de un esquema c:laro y detallado sobre el mecanismo quimic:o y c:inétic:o de una 

aran variedad de enzimas. Conc:omitante c:on dic:hoa estudios. se ha recabado una pan c:antidad de 

inf"ormación sobre la naturaleza y magnitud de lu fiaerzaa responsables de darle eatabilidad a 

moléc:ulas tan c:ompleju c:omo lo son lu proteinaa. Si bien Anfinsen demolllró. en 1957. que la 

Mc:UClx:ia de aminoicidoa c:ontiene la inf"onnac:ión ~ para que una c:adena polipcptidic:a adopte 

la c:onfunnación c:arac:tcriatica del estado nativo [I]. no era claro c:u6lea eran laa fberzu involuc:radaa 

en c:onf"erirle estabilidad a dicho estado. 

Dea•at•raliaaci6• Q•i•ica 

Desde el punto de vista de la quimic:a de polímeros. laa pR>teinu deben llCI" c:onsideradu c:omo 

heteropolimeros [2]. dada la naturaleza diversa de loa srupo• quimic:oa que c:onatituyen ... c:adenaa 

1aten1ea de loa aminokidos. Eato dific:ultó. en un princ:ipio. el aúli8is fiaic:oquimic:o de la estabilidad 

aloba! de una proteína. ya que la c:onc:urrenc:ia simult"1ea de srupo• hidrofilic:os e hidrof"óbic:os en la 

miama c:ad-. evitó el que ésta pudiera ser analizada simultlÍneamente c:omo un todo. Debe tenerse 

presente que la fimc:ión biológic:a de las proteínas se lleva a c:abo en un ambiente ac:uoao. por lo que 

la interacción del 11811& c:on los diversos c:omponcntes de una c:adcna polipcptídica desempefta un papel 

determinante en la estabilidad de tales mac:romoléc:ulas. Sin embar90. debido a la polaridad 

heterogenea de lu c:adenas laterales. no puede dec:irse que el agua sea un buen solvente para las 
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proteínas; de hecho. el colapso de la cadena polipeptícfü:a llllCia la c;:onfonnación nativa y la estabilidad 

de ésta en un medio ac:uoso. tiene su orisen en la repulsión del asua por loa residuos no polares (el 

llamado "ef'ecto hidrofóbico"). 

Loa~~ de Kauzmann (3) y Tanford (4.S). sentaron las bues para alcanzar un 

entendimiento claro. en términos termodinúnicos. de las fuerzas involucradas. En este Mlltido. loa 

~con compuestos modelo permitieron obtener inCormación cuantitativa sobre la eneraia libre 

uoclade a la tnlnSfilrencia de ciertos pupos químicos. desde el qua hacia solventes de composición 

conocida (6-B). Entre loa solventes utilizados en teles estudios. lea soluciones de urea y Gdn-CI 

jupron un papel importante. 

Urca y Cloruro de Gyanjdjnjo. Desde su descubrimiento como compuestos capacea de perturbar la 

conformación nativa de lea proteinea (9.1 o ]. la uree y el Gdn-CI han sido ampliamente utilizados para 

inveatipr la estabilidad de una aran variedad de proteínas (11). Si bien loa dos compuesto• 

~ aozan de pan popularidad como qentes desnaturalizantes. no son los únicos que han 

sido utilizados. Así. también se han empleado otras seles de suanidinio (12) y diversos derivados de 

la urea (13.14). difiriendo entre si en cuanto a su poder desnaturalizante. 

Aunque los primeros sistemea modelo que se utilizaron en este tipo de estudio fueron 

proteinas relativemente simples - es decir. proteínas constituidas por una sola cadena polipeptidica 

fiJnnada de un número relativamente pequefto de residuos - posteriormente se. incluyeron proteinas 

mú complejas. de tal manera que a la fecha se dispone de una aran cantidad de infonnac:ión acerca 

de la eaaabilidad de tales l1UICl'Oll1oléc. Llama la atención el hecho de que. pese a su uso extendido 

como aaentes desnaturalizantes efectivos. no existe a la fecha un modelo que permita explicar 

adecuadamente la acción de tales compuestos sobre la estabilidad de las proteínas. Loa modelos 

ddponibles (1 S.16) se besan en los c41culos de enersía libre lisados a la transferencia de las distintas 

cadenas laterales de los aminoácidos. entre el asua y soluciones acuosas del compuesto 

desnaturalizante correspondiente. Basado en tal información. y suponiendo que la inter&Q:ión de la 

urea o el Gdn-CI con la proteína involucra sitios de unión semejantes e independief!tes. Tanford 

calculó constantes de asociación para ambos compuestos. asi como el número de sitios de unión para 

los estados nativo y desnaturalizado de la proteína (S). 

Recientemente se ha cuantificado. mediante calorimetria. el calor liberado como resultado de 

la interacción entre la urea o el Odn-CI y diversas proteínas [17). Los resultados de dicho estudio 
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fueron interpretados en términos de un modelo de enlKe con sitios de unión similares e 

independientes. en donde la intenM:ción del c:ompuesto desnaturalizante con la proteína se da a través 

de puentes de hidróaeno con varios grupos polares de Ja misma. Aunque en dicho trabajo no se 

profilndiza mila en la naturaleza de tales interacciones. existen evidencias que sugieren que los 

mecanismos mediante los cuales Ktuan la urea y el Gdn-CI son diferentes. Analizando cristales de 

quimoCripsina ~expuestos a soluciones de urea o Gdn-CJ. se observó que mientras la urea 

·es capaz de unirse a residuos tanto de la superficie cotno del interior de la proteína. el Gdn-CI sólo 

interactúa a nivel de la superficie (18). De hecho. se menciona que la urea est• involucrada en dos 

tipos de interac::c::iones,, una de las cuales causa cambios estructurales a la proteína. 

Es interesante tnenc::ionar que, en el caso de algunas proteínas, la incubación con compuestos 

danatunilizantes c::onduc::e a la pérdida de la actividad biológica correspondiente [ 1 9-21 ). Aunque éste 

es el readtado esperado a priori, lo interesante de dicho fenómeno es que ocurre a concentraciones 

inferiores a las requeridas para provocar la desnaturalización; ello sugiere que la Kción de tales 

compuestos no es honJo&énea en toda la proteína. sino que pueden actuar con mayor efectividad en 

reaiones loc::alizadas del polipéptido, probablemente en aquellas que poseen un mayor grado de 

flexibilidad. El hecho de que el sitio donde se localiza la actividad biológica de muchas protelnas 

pre11ente tal propiedad (22) explica el por qué los compuestos desnaturalizantes pueden inhibir 

completamente la ac::tividad sin provocar cambios conformac::ionales notables. 

Deaaaturallaacl6• T~rmlca 

Adem•s de los compuestos desnaturalizantes ya mencionados, el calor . también ha sido 

utilizado en el estudio de la estabilidad de las proteinas [23-2S]. La determiRKión del perfil de 

desnaturalización térmica de una protelna permite evaluar la entalpía de van't HofF asociada al 

prOCCM> a través de la dependencia de la constante de equilibrio respecto de la temperatura. Con el 

desarrollo de la c::alorimetria diferencial de barrido (26.27), 11e hizo posible medir directamente la 

eneqpa correspondiente a la desnaturalización térmica de una protelna. lo que permitió c::uantific::ar 

c::on precisión. no ll6lo el c::alor absorbido durante el proc::eso (Alf.,.J. sino adenW9 obtener información 

MJbre la posible existencia de intermediarios en Ja ruta de desnaturalización. &rKias al conocimiento 

de las entalpías c::alorimétrica y de van't Hofl'(28]. En c::asos excepcionales ha sido posible. incluso. 

aaoc:iar pic:os c::alorimétricos con el desdoblamiento de dominios paniculares de la proteína (29.30). 
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Aunque el anilisis termodinámico estricto de los datos calorimétricos requiere que durante 

la desnaturalización de la proteína se mantenga el equilibrio entre las conformaciones nativa y 

desnaturalizada - lo que 1e presenta por lo general únicamente en proteínas monoméricas pequeilas -

recientemente 1e han propuesto métodos analíticos que permiten extraer información de los perfiles 

uocimdos con tnlnaiciones irreversibles [31.32). Ello ha sido particularmente útil en el estudio de las 

pl'OtCinaa oli&oméric:as. caracterizadas por una desnaturalización térmica esencialmente irreversible. 

Se ha demostrado en algunas proteínas que el producto resultante de la acción del calor 

retiene un contenido lianificativo de eatructuras ordenadas [33-35). contrastando en este 1entido con 

loa productos obtenidos por agentes químicos. 

Metodoloalaa tJtUiudu e• el Estudio de la Deaaaturaliuci6• de lu Protel .... 

La trmaaic:ión que sufi"e una proleina al ICI' desnaturalizada implica cambios conformacionales 

considerables. que 1e traducen en la pérdida total de la estructura tridimensional característica del 

estado nativo. Tales cambios conformacionales son susceptibles de ser detectados por diversas 

técnica. que permiten -aluar los cambios sufridos por una proteína en sus diferentes niveles de 

oraanización. A pandes rasao•. dichas técnicas pueden 1er agrupadas en dos categoriu: 

hidrodinimicu y espectroscópicas. 

1) Mttgdga bjdrodiMmico•· Estos métodos implican el anilisis de una solución de proteína cuando 

ee aüeta a una ftacR.a externa. de manera que 1e da un transporte neto de la proteína desde un punto 

de la solución a otro. Denuo de ésta catcgoria se incluyen: 

•) Cromatoarafla de filuación en gel [36). 

b) Uluacentrifiaaación uaalitica [37). . 

c) Electroforesis en padientes transverso• de urca [38). 

Loa parúnetroa hidrodinámicos de una proteína (radio de Stokes. viscosidad intrínseca. 

a>e8ciente de sedimentación) se ven alterados a tal grado en prc1encia de un agente desnaturalizantc 

[39-41). que ea posible sacar conclusiones respecto de los cambios estructurales "gruesos" sufridos 

por la misma. tales como el estado de agregación o el grado de desdoblamiento sufrido por la cadena 

polipeptídica. Así, la desnaturalización total de una proteína monomérica va acompaftada de un 

aumento considerable en el volumen hidrodinámico. lo que se traduce en un aumento del Rs y [T1); 

lin embargo, d mismo proceso implica un incremento en el coeficiente de fricción translacional, por 
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lo que d coefic:iente de sedimeni.ción 11e ve disminuido (39). En d cuo de las proteinu olisoméricaa 

los cambios son más complejos, ya que se aftmden los c::ambios en la estruc:tuna c:uaternaria (sea 

disoc::iac::ión ó a¡¡resac::ión). 

2) Métpdos apcctmgpjcos. El filndamento c;omún a estos m61odos ndic::a en la ifttenM:ción de la 

proteina c::on radiac::ión elec::tromapaétic::a de c::iestu ~ evllluando la modific::ac::ión que 

sufte ésta al puar a través de la soluc::ión de proaeúw. En ea&e coajun&o de téc:nicas 1e induycn: 

a) Espec::troscopia de Ouoresc::encia (42). 

b) Dic::roismo circular ( 43). 

c) Espec::troscopia de ebsorción (44). 

El nivel de preciúón que es posible alcanzar - estos mi6todos ha pennitido su utilización 

en el anilisis cuantitativo del proceso de deulaturalizaci a tal ......., que inc1u9o ae han hecho 

estimacior-. sobre la aallbilidad de una 8JUl diwnidad de pr1Jlelnaa ( 11,45-47). cabe nwncionar que 

la validez de dicho aniliús depende de la revenibilid.d total de la UWM;ción ame el estMc> nativo 

y el estado desnaturalizado. A diferencia de los mModoa hidrodin6mic:oa loa métodos 

eapectroscópia> permiten rastrear cambios conf'ormaao-lea en~ kJc::aljzadas de la proteina 

(48,49). 

Geaeralidades de la Gl•tati6• Red.ctasa. 

La p..tatión redi'CUaaa (NAD[ P)H:GSSG oxido-reductua EC 1.6.4.2.) es una Oavoproteina 

que pertenece al IP\lpA de las diallfilro reductasaa (50); .. fbnci6a o-N•e en rea-ar el aJutatión 

reducido a través de la reacción: 

NADPH + u• + GSSG 2GSH + NADP+ 

emplundo como reductor el NADPH a-adCJ en la via de las pen&oua. A pH 7.0, la c:omtante de 

equilibrio de la reacción es de 2 X 10• mM, por lo que en condic:iolws ~es --=ialmente 

irreverúble (51). Descubierta en 1935 por Meldrum y Tarr en extrmetos de eritrocito (52), esta 

enzima ha sido purificada desde entonces en una pan v.nedad de Ol"plliunoa, tanto proc::ariotos (53-

55) como eucariotos (56-60). Destac::a su ausencia en d ¡pupo de laa ~ orsanismos 

que por carecer de la enzima glutatión sintetasa, son incapaces de r__. d tripéptido (61). 

Los trebajos con la glutatión reductasa del eritrocito hummlo han sido particularmente 

sisnificativos, ya que la obtención de cristales aptos para estudios de difiilcción de rayos X (62,63) 
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ha pcnnitido obtener una aran cantidad de información sobre aspectos estructurales y mecanlsticos 

(64-66). La enzima es una proteína dimérica que pertenece a la clase alP. con una masa molecular 

relativa de 110 lcDa; ambas subunidades son idénticas y se encuentran dispuestas en tomo a un eje 

de simetria binario (Fia. 1 a). En el caso particular de la alutatión reductasa del eritrocito humano. 

existen un.,... de cisteinaa (cys 90 y 90') cuyos arupos sulthidrilo se proyectan hacia la interf'ace de 

coatac:lo (67), ct.ndo como resultado la tbnnllción de un puente disulfiu'o intercatenario; en contrasie. 

la enzima de Eschericllia coli carece de los residuos mencionados (68). por lo que no existe unión 

covalente entre ambas subunidades. 

En lo que atalle a la estructura de las subunidades. destaca el hecho de que cada cadena 

polipeptidica M encuentra arreglada en cuatro donúnios estructurales (64); estos son. comenzando 

por el extremo amino terminal: a) el dominio donde se localiza el arupo prostético F AD (residuos 19 

a 157); b)el dominio de unión delNADPH(residuos 158 a 293); c) el dominio central (residuos 294 

a 364) y d) el dominio de interf'ace (residuos 365 a 478). Un aspecto interesante de la alutatión 

reduct- es el hecho de que cada uno de los dos sitios activos de la enzima se ubican en la reaión 

de inaer6c:e. e involucran residuos de ambas subunidades (65,69). Destacan por su participación en 

el ciclo c:a•••!tico laa c:isteiw 58 y 63, ui como la histidina 467 (66). Como corolario de lo anterior. 

loa monómeroa aislados son catalltic:amente inactivos. 

En cu.nto al mecanismo de la reacción c:ataHzecta. la afutatión reductasa siaue tlpicamente un 

patrón cilMtico pina-pona bi bi (70) que se resume en el siauiente esquema: 

NADPH NADP• GSSG 2GSH 

l 1 l t 
E E-NADPH EH, EH2-GSSG E 

Dicho modelo implica la reducción del srupo prostético por parte del NADPH para dar luaar 

a una forma modificada de Ja enzima (EH,) que es la involucrada directamente en la reducción del 

GSSG. Aunque se han descrito algunas variantes del patrón mostrado (71. 72], para los fines del 

presente trabajo es suficiente con el esquema más simple. 

Si bien Jos aspectos estructurales y mecanlsticos de la afutatión reductasa han sido 
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<a> 

(b) 

Fisura t. Estructura tridimensional de la glutatión reductasa vista a lo largo del eje de 
simetria binario. a) Esqueleto polipeptídieo de la enzima sin mostrar las cadenas laterales 
y con las dos subunidades idénticas en diferente color. b) Representación esquemática 
de la enzima mostrando la organización en dominios así como los sitios de unión del 
grupo prostético (FAO) y de los sustratos. 
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CJCtensamente estudiados, existe muy poca infünnac:ión sobre la est..,Uidad de la enzima. Los datos 

disponible• en este sentido son escasos y dispersos. limitÚldose siempre a indaaar la estabilidad 

catalítica de 1.a enzima a una concentración única de desnaturalizante. Los resultados publicados 

aasien=n que es una enzima relativan.nte resistente a la acción de los qentes desnaturalizantes. Así. 

la afutalión reductus de hipdo de CXJnC!io retiene el 98 % de la .aividad control dapués de incubada 

dunulle 5 min en urea 8 M (59); dicho porecnaaje dismiauye a 21 % si en lupr de urea se utiliza Gdn­

CI 4 M. Utilizando lu mismas c:ondiciones. se reportó una estabilicllid prácticamente idéntica para la 

enzima obtenida de Ph,yc:cJmyaes blakes/et:lllllS en presencia de urea 8 M (57). En este mismo tr~o 

se reponó que la adición de NADPH a la mezcla de incubación disminuye Ja estabilidad de la 

alutatión reductasa frente a la urea; ui. la actividad residual c:ae desde el 100 % hasta el 8 % en 

presencia de 0.3 mM del nucleótido. 

En aquellos c::uos en los que se ha investipdo la tennoestabilidad de la actividad catalitica 

de la alutatión reduc::tua. también se ha observado una diuninución dran1't.ica de la núsma en 

presencia del NADPH. Asi. la actividad relativa de la enzima de E. coli (68). Pi-.-ti- (73) y 

P. blallesl- (57) se mantiene al 100 % hasta alrededor de los 60°C; ain embarao. cuando el 

calentamiento se realiza en presencia de NADPH. 1:11 enzima se inactiva completamente a 45°C 

(73,57). En el caso de la aJutaiión reduetasa de E.coli. la disminución en la termoest.t>Uidad catalítica 

implica una cúla de 3<>°C en presencia de NADPH 5 mM (68). 

En lo que respecta a la estabilidad estructural de la alutatión reduc:tasa. los únicos trabllio• 

publicado• donde se da inConnac:ión en este sentido se realizaron con la enzima de la levadura 

Salcc~yces cerevisiae (74. 75). En uno de ellos - que tuvo como objetivo principal determinar 

la participación de los arupos sulfhidrilo de la enzima en el mec::ani91110 catalitico - se menciona que 

la inc:ubac::ión de la sJutatión reductua en urea 6 M resultó en una inhibición reversible del 60 %. 

ac::ompaftada de Ja exposición de un srupo tiol no ac::eesible en la enzima nativa (74). Sin embarso. 

Ja urea a la c::onc::entraei mencionada no file capaz de ......,. el FAD de la protefna. Posteriormente. 

mediante la técnica de sedimouac:ión en equilibrio. se demostró que la misma slutatión reductasa. en 

presencia de Gdn-CI 5 M. se disocia a monómeros (75). 

Aunque de Ja infomuM:ión presentada en ambos t~os puede deducirse una alteración 

importante de la estructura nativa de la enzima - tanto por urea como por Gdn-CI - no se tienen datos 

cuantitativos aceres del srado de dicha penurbación. 
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En c::ompUM:ión con la glutatión reduc::tasa de otras fuentes. la enzima de la c::ianobac::teria 

Spinl/ina ~- daaac::a por aa atruc::tura c::uatemaria. ya que la forma princ::ipal de la proteína est• 

....,._._..por un tetrúnero c::on unaMr de 192 kDa [76). A pH 7.0 dic::ho tetrúnero c::oexiste en 

equilibrio- la e.pec::ie diméric:a [76. 77). si bien esta última 8010 representa alrededor del 14 % (en 

pao) ele la pablmc::ión total ele la enzima. Los estudios de transporte de masas llevados a c::abo c::on esta 

prepuac::i6n. revelaron que la c::inéaic:a de interc::onversión es lo sufic::ientemente lenta c::omo para que 

- posible la ..,..-.c::ión c::asi total de ambos olia~ sea mediante filtrac::ión en gel. elec::troforesis 

o uhraeentrifupc::ión en aramentes de sac::arosa [77). 

Por oena parte. el equilibrio es dependiente del pH. la temperatura y conc::entrac::ión de fosf"ato 

inorpruc::o. Aú. la alc::alinizac::ión del medio resulta en la disoc::iac::ión c::ompleta del tetriunero en 

dlmeroa. si bien el intervalo de pH en el aial se da la transic::ión depende de la temperatura [77). 

Fmalmenle. el fbllfiato inorpnic::o. a conc::entrac::iones mayores de O. 1 S M. favorec::e la agrepc::ión de 

la enzima. ya que IHUo tales c::ondic::iones desaparec::e la espec::ie diméric::a; en su lugar. se observa un 

....-to 111perior que probablemente c::orreaponde al oc::tiunero [78). 

Dada su utilización en el presente trabajo. en la Tabla 1 se resumen los pariímetros 

hidrodin6mic::os de ambos estados oligoméric::os de la glutatión reduc::tasa de S. maxima b~o 

condiciones nativas 

Tabla l. P•6metroa hidrodiMmicoa de I• glutetión reducteN de Spirulina maxima 

DIMERO TETRAMEJlO 

Mr(kDa) 96 192 

s_,,,. (Svedberg) S.6 9.3 

Rs(nm) 4.1 S.3 

['I] (cm~/s) 4.S 4.9 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OILIETIVOS 

Durante el trabajo de carac::terización de la slutatión redu<:t ... de S. -'-· me obtuvo un 

resultado interesante: la rea<:tividad al DTNB de una muestra de enzima. previamente dializada 

du.-ante 24 h contra urea 8 M. fue prkticamente idénti<:a a aquella de la proteina nativa. Dicha 

ob9avación raultó inespel1lda. especialmente lli se comidera la conc:entrKión elevada que me utilizó 

y el tiempo de exposición al compuesto. De lo anterior surgieron las lliauientes preguntas: ¿Que tan 

~ea la slutatión reductaaa frente a 11gentes deanaturalizantes? ¿Se comporta esta enzima como 

aquel arupo de proteínas que. previo a la d-turalizM:ión. son inactivadaa sin arandea cambio• 

eatructurale•? o por el contrario ¿La pérdida de actividad es debida a la desnaturalización de la 

proteína? ¿Ea reversible la deanaturalizac::ión de la slutatión reduct.-7 

La búsqueda en la literatura de una respuesta a dichas preguntas resultó inftuctuo ... Aparte 

de aquellos reportes aialadoa ya citado• en la aección introductoria - todos ellos relacionados con la 

pérdida de la ac:tividad enzimálK:a en presencia de 11gente• deanaturalizantea - no me encontró ninaún 

u.bl!jo donde se estudiara aiatemiticarnente la estabilidad estructural de la proteina. Por otra pane. 

la pre.encia de dominios eatruciuralea diferentes en las aubunidadea de la slutatión reductaaa. abre 

la posibilidad de que exhiban una eatabilidad diferencial que pudiera traducirse en una conducta 

compleja frente a la desnaturalización. 

De acuerdo con lo anterior. los objetivos del presente trabajo son: 

a) l>ctcrmjrMr la ,.,,ehjlklad ele la alutatjón reductua. Dicha estabilidad puede ser cuantificada como 

el 4G° aaocilldo al equilibrio entre lu conformac::iones nativa y desnaturalizada de la proteina. Para 

ello. ser• necesario analizar el equilibrio mencionado en pre.encía de agentes deanaturalizantea; loa 

compueatos eleaidos para el presente estudio fileron la urea y el Gdn-CI. La elección de éstos me basó 

en el hecho de que son los compuestos que mayor uso tienen en este tipo de tr~o. lo que permite 

comparar loa resultados obtenidos con aquello• diaponiblea en la literatura. 

b) pctnmjpv la naturaleza del o de los probables jntcrmcdjviga termgdjnúnjcos jnyglucradga en la 

dc1QAtullllización. Dada la estructura compleja de la enzima. es muy probable que la transición del 

estado nativo al estado desnaturalizado involucre más de dos estados. La caracterización estructural 

de éato• requerir• del empico de técnicas hidrodinámicas y espectroscópicas. 

e) Dctcanjnar los pari.mctros tecmodinámjcgs asociados cop la desnaturalización. Para cumplir con 

eaac objetivo. la calorimetria diferencial de barrido es la técnica idónea. ya que auministra información 
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directa sobre el calor absorbido durante el proceso. La evaluación del ACp permitirá, además, 

determinar AH y AS a diferentes temperaturas, abriendo la posibilidad de construir la curva de 

ettllbilidlld de la proteína eri función de la temperatura. El cumplimiento de este objetivo dependerá 

de que la transición calorimétrica sea reversible. 

Elec:d6• del Modelo y .l•stilllcació• 

Cuando se pretende llevar a cabo un proyecto de investigación como el que se propone en 

la presente tesis, la elección del "sistema modelo" debe considerar varios factores: a) Accesibilidad 

y costo de la fuente de enzima; b) Rendimiento de enzima pura por unidad de biomasa; c) Cantidad 

de inConnación previa disponible sobre d sistema modelo a estudiar y d) Sencillez del protocolo de 

purificación. 

Como se mencionó en la sección introductoria, la única aJutatión reductasa que se conoce con 

un aran detalle dnlCtUral ea la enzima obtenida de eritrocito humano; parecería lógico entonces que 

en un estudio como el presente. donde se pretende profundizar en la estabilidad de la enzima. la 

opción ideal _.la utiliución de la ¡¡lutatión reductasa de eritrocito humano como "sistema modelo". 

Sin embarao. el protocolo de purificación reponado para la enzima humana es larso (62). sin 

con.iderar .clelnú que la c.ntidad de enzima pura por litro de sansre es relativamente bajo ( - 1 ms). 

Debe tenerse presente que. aún suponiendo que la desnaturalización resultase ser un proceso 

reverllible, un trabajo como el que pretende llevarse a cabo implica la utilización de cantidades 

conlliderablea de proeeina. Asi. la elección del eritrocito como fuente de la enzima. baria depender el 

desanollo del ~o del abastecimiento continuo de srandes volumenes de sanare. En este sentido. 

deben tenerse presentes las restricciones existentes en los bancos de sangre como consecuencia de 

la epidemia del SIDA. 

Por otra pane. la aJutatión reductasa de la cianobac:teria S. maxima - enzima con la que hemos 

desarrollado trabajo previo - puede obtenerse en grandes cantidades (- JO ms/ks) sisuiendo un 

aquana de purificación simple (76) y a panir de biomasa obtenida de un cultivo natural. donde dicho 

orpnismo constituye la biomasa predominante. 

En base a los argumentos mencionados. se eligió a la slutatión reductasa de S. maxima como 

la enzima para llevar a cabo el presente trabajo. 
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MATERIALES Y METODOS 

Reactivos. Todos los reactivos bioquímicos. incluyendo las proteínas de calibración para el Rs. se 
obtuvieron de la compaflía Sigma Chemical (San Luis. MO). El Gdn-CI y la urea utilizados fueron 
de la mú alta purez.a disponible. El fosfato de potasio. EDTA y glutaraldehido se compraron a Merck 
de México. S.A. Todos los reactivos fueron utilizados sin purific:ac:iones adicionales. El agua 
empleada en la elaboración de soluciones se purificó por el proceso de ósmosis reversa. 
Enaima. La glutatión reductasa de S. maxima se purificó a partir de la biomua donada por la 
compaftía Sosa Texcoco. S.A. Se siguió el protocolo de purificación descrito previamente (76]. La 
pureza de las preparaciones obtenidas se evaluó de rutina mediante PAGE en condiciones 
~ (79.80). La actividad específica de la enzima purificada file de 240 ± 10 U/ma. La 
enzima obtenida de la última etapa de purific:.ción file dializada en contra de amortiguador de fo.Cato 
de potasio 0.1 M (pH 7.0) conteniendo 1 mM de EDTA. El dializado del último cambio de 
amoniauaclor se utilizó como blanco para la obtención de la línea de base en los experimentos 
calorimétricos y de DC. A menos que se indique otra cosa, todos los experimentos se llevaron a cabo 
en el amortiguador mencionado. En todos aquellos experimentos que involucran a la urea o al Gdn­
CI. la enzima file pl"CViamcnte incubada durante 24 h en praencia de la concentración correspondiente 
del compuesto desnaturalizante. 
Determiaaci6• de Proteiaa. La concentración de las soluciones madre de la enzima se determinó 
espectrofotométricamente por su absorbencia a 274 nm a pH neutro. Bajo estas condiciones. el 
coeficiente de absortividad para una solución de glutatión reductasa a 10 mafml es de 9.47 (77]. 
Actividlld E...--dca. La actividad reductora del GSSG se determinó en un volumen final de 1 mi. 
monitoreando el decremento en absorbencia a 340 nm debido a la oxidación del NADPH. Se 
utilizaron indistintamente espectrofotómetros UV-visibles modelos DU-70 (Beckman) y CE SSOS 
(Cecil). Cuando file necesario. se analizaron los datos mediante regresión no lineal con el programa 
ENZFITTER (Elsevier Biosoft. Cambridge. UK). Una unidlld de actividad enzinWtica se define como 
la cantidad de proteína que oxida 1 Jimol de NADPH por minuto a pH 7. 
Eaperimentoe de laactivaci6a )' Reactivaci6a. En los experimentos de inactivación. la enzima se 
incubó a temperatura ambiente en un volumen final de 1 mi del amortiguador "estandar" conteniendo 
urea ó Gdn-CI a la concentración correspondiente. Transcurridas 24 h se determinó la actividad 
residual aftadiendo una alícuota pequefta (SO JAI) a una cuveta conteniendo ambos sustratos. La 
actividad control se determinó mediante un procedimiento idéntico omitiendo el compuesto 
desnaturalizante de las mezclas de incubación. Para los experimentos de reactivación. las alícuotas 
de la enzima fileron preincubadas como se mencionó antes. en presencia del compuesto 
desnaturalizante correspondiente pero en un volumen final de 30 JAI. Después del periodo de 
incubación. se diluyó la urea o el Gdn-Cl por adición de 1 mi de amortiguador estándar y la solución 
resultante file incubada 24 h adicionales antes de determinar la actividad enzimática. Las mezclas 
control se procesaron de la misma manera en ausencia del compuesto desnaturalizante. 
laactivadóa T~nnica. El efecto de la temperatura sobre la actividad enzi~tica se determinó de 
acuerdo con el siguiente protocolo: se diluyó una alícuota de la glutatión reductasa con el 
amortiguador estándar a un volumen final de 300 JAI; la solución se colocó en un matraz "Pyrex" de 
1 mi con tapón esmerilado y se incubó en un bafto de asua. El calentamiento de la solución se llevó 
a cabo a una velocidad de aproximadamente 1 ºC/min comenzando desde temperatura ambiente 
(alrededor de 20°C). A determinadas temperaturas se extrajo una alícuota (20 µI) de la solución y 
se aftadió a 1 mi del amortiguador a temperatura ambiente conteniendo ambos sustratos. NADPH 
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(290 pM) y GSSG (2.8 mM). El control correspondiente al 100 % de la actividad nativa se tomó 
como el promedio de la actividad en el intervalo de temperaturas donde la actividad permaneció 
aproximadamente constante. El efecto del NADPH sobre la termoestabilidad de la enzima se evaluó 
por el mismo procedimiento, llevando a cabo el calentamiento en presencia del nucleótido. 
Tltulac:l6• de Grupos Sulfhidrilo. La accesibilidad de los tioles de la glutatión reductasa de S. 
-'-se determinó siguiendo el curso de la reacción con el DTNB de acuerdo con el método de 
EUman (81). Para ello, se incubó a la enzima - en ausencia o en presencia de urea ó Gdn-CI - a una 
c:onc:entración final de 4.6 pM con DTNB (en un exceso de 31 O veces la concentración de la enzima) 
en un volumen total de 700 pi de amoniguador Tris-HCI 0.1 M (pH B.O) y se monitoreó el 
ÜiUeme11to de absorbencia a 412 nm. La reacción fue seguida en un espectrofotómetro de doble haz 
Cecil SSOS. Para el c:j)culo del número de tioles modificados se utilizó un coeficiente de extinción de 
14 140 M"1 cm·• (82). 
Calorimetria Direre•clal de Barrido. Las endotermas calorimétricas se obtuvieron en un 
calorímetro de barrido MicroCal MC-2 (MicroCal lnc, Nonhampton, MA). Antes de cargarlas en la 
celda del instrumento, las soluciones de proteína se deaerearon bajo vacío durante 1 S min. Todas las 
corridas se llevaron a cabo bajo una atmósfera de nitrógeno a una presión total de 2.2 kg/cm2 y a 
velocidades de barrido entre O.S y l.S K/min. Las líneas de base se registraron bajo las mismas 
condiciones y se restaron de los trazos obtenidos con la enzima; para la colecta y el análisis de los 
datos se utilizaron los programas DA-2 y Origin. 
Eapecar-copla de Dicrolsmo Circular. Las medidas de elipticidad se llevaron a cabo en la región 
ultravioleta en un espectropolarimetro Jasco J-SOO y utilizando celdas de O. 1 cm de paso de luz. 
Cuando fue necesario, se calcularon las elipticidades promedio por residuo de acuerdo con Schmid 
(83), utilizando una masa promedio por residuo de 107.S calculada a panir de la composición de 
aminoácidos de la enzima (76). Para el monitoreo de la elipticidad en función de la temperatura, se 
calentó aradualmente la celda conteniendo la solución de enzima mediante un bailo recirculador; a 
fin de i-valores reales de la temperatura, se le acondicionó un termopar a la celda del instrumento. 
La desnaturalización térmica füé seauida a 218 nm. 
Espectroscopia de Fluoreseeacla. Se utilizó un espectroOuorómetro SPF-SOO (Aminco). Las 
lecturas se llevaron a cabo en celdas de 1 mi. La concentración de proteína fué en todos los casos de 
SO pw'ml. Las muestras fueron excitadas a 280 nm y los espectros de emisión se registraron entre 300 
y4S0nm. 
Eatrecruzamleato Covaleate. El estado de agregación de la proteína a diferentes temperaturas se 
analizó mediante una combinación de entrecruzamiento covalente y electroforesis desnaturalizante. 
El protocolo de entrecruzamiento seguido fue aquel descrito por Jaenicke et al. (84]; para ello, se 
inc:ubaron alicuotu de la enzima (SO pg de proteina en 3 SO pi de amortiguador estandar) en un bailo 
de ._ua y se calentaron a una velocidad de aproximadamente 1 grado/minuto. A cienas temperaturas 
se aftadieron 20 pi de slutaraldehído al 2S % y se permitió que la reacción de entrecruzamiento 
continuara durante 1 min; transcurrido dicho lapso, se detuvo la reacción ailadiendo 30 pi de 
borhidruro de sodio 2 M. Después de 20 min. se precipitó la proteína por adición de S J.d de 
desoxicolato de sodio al 1 O % y unas gotas de ácido tricloroacético al 60 o/o, seguido de 
centrifugación a 3000 rpm durante 1 O min. Los paquetes de proteína se lavaron dos veces con 100 
pi de acetona fria y se secaron bajo nitrógeno. Las muestras entrecruzadas se disolvieron en un 
volumen mínimo con amoniguador Tris-HCI 0.062 M (pH 8.8) conteniendo SDS al 1 º/o y DTE SO 
mM. El anilisis de las mismas se llevó a cabo mediante PAGE, utilizando gradientes de poliacrilamida 
del 4 al 20 % según Laemmli (80). La tinción y el lavado de los geles se llevó a cabo por 
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procedimientos convencionales. 
Eledrol'orlala ea u• Gradieate Traasverso de Urea. Para la elaboración de loa aeles se sipió el 
prolocolo desc:rito por Goldenbetg (85). Todas las soluciones fueron preparadas en el amortisuador 
estúdar de fos&tos (pff 7.0). que se utilizó también como ele<:trolito durante la c:onida. La 
ele<:trof'oresis se llevó a cabo durante J h a 200 V. 
Cro•aloarafla de FUtradóa. La presencia de intermediarios parcialmente desnaturalizados. aú 
como la caracteriuc:ión hidrodi.wmica de loa mismos. se llevó a cabo en c:olumnaa de Sephacryl S-
300 ( 1 X 28 cm) o mediante HPLC en una columna SEC 3000 (O. 75 X 30 cm) previamente 
calibradas en presencia de la concentración requerida del d~ralizante. Las columnas füeron 
reMleltaa a una velocidad de Oujo de J ml/min. El radio de Stokea füe evaluado modiante una curva 
de calibración (86) utiliDndo las siauientes proteínas: mioalobina (Rs = 2.0 nm); anhidrua carbónica 
(Rs- 2.4 nm); ovoalbúmina (Rs = 3.1 nm); albúmina de suero bovino (Rs ~ 3.4 nm); inmuno8Jobulina 
G (Rs - 5.2 nm) y ferritina (Rs = 6.1 nm). La vi.Cosidad intrinseca füe evaluada mediante la 
ecuación: 

(
2.5 N~(4 K Rs

9

) 
C11J= -- ---

Mr 3 

donde Nea el número de Avo¡pidro y Rs el radio de Stokes en cm. Cuando füé necesario. los perfiles 
cromatoar.iicos obtenidos se analizaron por deconvolución utilizando el proararna "PEAKFIT". 
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RESVLTADOS 

Electo del Gcl...a y a. una 90bre a. Ktiww.d e-imática. La Fig. 2 muestra la actividad residual 

y el porcentlVe de reactivación de la atutatión reductasa de S. -ima en presencia de Gdn-CI (A) 

o ur- (B). Con respecto a la IÍctividad residual. es evidente que el aumento de concentración de 

mnboa c:ompuestoa da como remhado una pérdida gradual de la actividad enzimática. Si bien era de 

empeqrwe el mayor poder inhibidor del Gdn-CI. llama la atención el intervalo de concentraciones tan 

dif'erente en el que ocurre la inhibición. Mientras que en presencia de Gdn-CI la actividad residual 

llep a c:ero en un intervalo muy estrecho. con urea dicha actividad decae gradualmente. 

cKtendiéndome en todo el intervalo de concentraciones analizado. Expresado en términos de c,12• los 

valores correspondientes para Gdn-CI y urea son 0.36 M y 4.5 M. respectivamente. En el caso del 

Gdn-CI •observó una seaunda zona de transición, centrada en 3.4 M. donde la enzima se inactiva 

de f'orma irreversible. 

Por otra parte. contrasta también la diferente capacidad de la protelna para recuperar la 

M:tividad basal después de la dilución del compuesto desnaturalizante. Asi. mientras que la enzima 

ae reactiva al 100 %. incluso después de haber permanecido 24 h en urea B M. la capacidad para 

recupenne delpaá de haber sido inhibida por el Gdn-CI es limitada; en este caso. la concentración 

m6xima permitida es de 2.8 M. 

Ca•W.. - el atado de aarepci6n inducidos por el Gda-CI o a. urea. Como se mencionó en 

la inlroducción. una~ de la alutatión reductasa es el hecho de que cada uno de sus sitios 

llCtivos • constituyen por residuos de ambas subunidades. por lo que la intearidad del dimero es un 

requisito para la actividad catalltica de la enzima. De acuerdo con ello. y sabiendo que en muchas 

proteinas ofiaoméricu la disociación precede a la desnaturalización [87.BB]. parecia una hipótesis 

plausible que la inactivación reverSible - inducida por cualquiera de los dos compuestos 

desnaturalizantes - ft.aese debida a la disociación del oligómero nativo en sus monómeros 

constituyentes. Con el fin de someter a prueba dicha hipótesis. se procedió a analizar el estado de 

..,..a6n de la alutatión reductasa de S. maxima. empleando concentraciones de desnaturalizante 

~ de provocar la inactivación reversible. 

En lo que respecta a la urca. ft.ae necesario analizar todo el intervalo de concentraciones hasta 

una molaridad de 8 ya que. como muestra la Fig. 28. la inactivación reversible inducida por dicho 

c:ornpuesto pre8ellta una dependencia menor en comparación con aquella provocada por el Gdn-CI. 
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Fl••ra 2. Perfil•• de I• mctividad residual (0) y de la reactivación<•> de la glutatión 
rec:tuctaH en presencia de Gdn-CI (A) o urea (B). Ambos paralimetroa se determinaron 
como se describió en la sección metodológica. Cada punto representa el promedio de 
cinco determinaciones independientes. En ambos caaoa se utilizsan controles incubados 
en 8U8enCia del compuesto, y su actividad se tomó como el 100 ~de activic:Hld relativa. 
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...... a. Perfil•• de •lución de la glutatión reductasa en función de I• concentración de 
ur9a. Se pr9inCubwon alícuota• de fa proteina (18 µgen 30 µI) durW1te 24 h en pre .. ncia 
de urea a la concentración indicada antes de analizarlas por c:romatogratfa de filtración 
como - c:te.aibló en la sección metodológica. Loa n.:.meroa a la derecha indican fa 
concentración de urea a fa que .. obtuvo el perfil correspondiente. 
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F ... ra 4. Abundencia relativa de las especies dim6rie11 <•> y tetram6rica (0) en funci6n 
de la concentración de urea. Los valores asociados a cada concenlr8Ción de urea -
obtuvi.on por descomposición del perfil cromatogrMico ~ como -
de9cribi6 en la ~ metodol6giC11. ln-rto: Energia libre de dl90Cl9Ción en función de. 
la concentración de urea. El valor num6rico de la constante de dieoci8Ción - obtuvo a 
partir de loe datos de la abundancia relativa. Cada punto~ el promedio de tre8 ·· 
experimentos. 

En la Fia, 3 • nuestran los perfiles c:romatográficos de la atutatión reductw oblenidos en pr-.Qa 

de cli&Rntea c:onc:entrac:io de urea. Un primer punto que merece ser r--1tado - el hecho de que 

la enzima nativa. tetramérica. se disocia completamente a dimeros a concentraciones de urea 

relativamente .,. ... Así., por arriba de 3 M sólo se detecta la especie dimérica, y la enzima permanece 

en este estado de agregación hasta una concentración de urea 8 M sin lllOlltrar indicios de 

monomerizm:ión. Al comparar dichos cambios con la actividad residual, llama la atención la ausencia 

de correlación entre la pérdida de actividad y la disminución en la abundancia relativa de la espec:ie 

- 18 -



E 
e 

CD ,._ 
N 
<( 

<( 

G z 
~ 
~ en m 
<( 

o 

4 5 6 7 e 9 

RADIO DE STOKES {nm) 

Pl••n s. Petfil•• de •lución de la glutatión reductasa a diferentes concentraciones de 
Gdn-CI. Alfcuoma de I• proteína (200 ..,gen 200 µI). previamente incubade• durante 24 
h • la C011C111 ltl-=i6'1 correspondiente de Gdn-CI - cromatogr.riaron en una column9 de 
Sephacryl S-300 c:omo - describió en I• aección metodológica. La• concentraciones 
-liz.daa de Gdn-CI fueron: A) O ; B) 3.5 M; C) 4 M; O) 5 M. 
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t~. Si el dimero fuese una especie menos iictiva - o completamente inactiva - como se dedujo 

en un~ anterior a partir de experimentos de ultracentrifugación en gradientes de sacarosa [77]. 

la caida en llCtividad residual de la Fig. 28 debería haber ido acompaftada de un aumento gradual en 

la &.cción dimérica; sin embllrgo. ello no es así. En urea 3 M todavía persiste el 75% de la actividad 

enzimática nativa. a pesar de que el único oligómero presente es el dímero. La Fig. 4 muestra la 

llbundancia relativa de dímero y tetrámero en función de la concentración de urea. A partir de tales 

datos se pn>eedió a calcular la constante de equilibrio de la interconversión dimero-tetrlimero. así 

como los cambios de enersía libre correspondientes. El inseno de la Fis. 4 revela una dependencia 

lineal del 4G respecto de la molaridad de urea. 

Por oua parte,. el R.s de ambos oligómeros en el intervalo de concentraciones de urea donde 

se observa la disociación. revela que el arado de compactación de la proteína es prácticamente 

idéntico al observado en condiciones nativas, susiriendo la ausencia de cambios conformacionales 

pandes. Los readtados anteriores susieren fuenemente que la inactivación reversible de Ja slutatión 

reductasa de S. -ima. inducida por la urea. se debe a cambios conf"ormacionales sutiles. La 

evidencia espectroscópica que apoya esta conclusión se da en una sección posterior. 

En el caso del Odn-Cl. no se observaron cambios en la f"racción del tetrúnero hasta el limite 

de concenuación donde se da la pérdida reversible de la actividad (2.8 M) descartando también, para 

este compuesto. que la caída en actividad residual sea debida a la disociación del tetrámero en 

moHómeros. Al analizar la resión comprendida entre 3 y 4 M de Gdn-CI. donde se da Ja inactivación 

irrevenible por este compuesto (Fis. 2A). los cambios observados en el estado de asresación de la 

enzima fueron espectacUlares. susiriendo que dicha inactivación va acompaftada de la pérdida de las 

estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de la enzima. En Gdn-CI 3.5 M - concentración 

correspondiente a la pérdida irreversible del 50 % de la actividad -el perfil cromatosráfico de la 

sfutaSión reductau de S. -ima muestra una sola zona. con un radio de Stokes de 5 nm (Fis. 58); 

si bien este valor es muy semejante al calculado para el tetrámero nativo. la evidencia espectroscópica 

presentada en la sisuiente sección sugiere fuenemente que dicha especie representa una forma 

expandida (es decir. parcialmente desnaturalizada) del dímero. A una concentración mayor de Gdn-CI 

(4M). donde la enzima ha perdido prácticamente la capacidad de reactivarse, el perfil de elución 

reveló un pauón trimodal (Fig. 5C). con Rs de 5, 6.2 y 8.6 nm. Aunque en principio podria concluirse 

que bl!jo estas condiciones existen 3 fonnas de la enzima cromatográficamente dif'erenciables, también 
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existe la posibilidad de que el pico central fuese el resultado de una zona de re.:c::ión [89-91 ]. 

resultante de la interconversión entre dos espec:ies (sea por un proc:eso de isomerizadón o de 

equilibrio entre olisómeros). 

A fin de aclarar el punto anterior. se proc;:edió a realizar el siguiente experimento: se 

c;:romatoarafió una muestra de la enzima previamente inc;:ubada en Gdn-CI 4 M~ una vez obtenido el 

perfil trimodal menc:ionado. se colec;:taron por separado las frac;:c;:iones c;:orrcspondientes a las zonas 

•tider• y •retrasada•. se conc::entraron hasta el volumen original y se re-cromatopafiaron ~o las 

mismas condic:iones después de una inaabac;:ión de 12 h. El perfil cromatoarüico resultante fiae. para 

ambas frac;:c;:iones. muy similar al mostrado en la Fig. se. apoyando aai la existencia de espec;:ies 

interconvenibles. Por otra parte. para disc;:riminar entre una isomerizac::ión o un equilibrio entre 

oliaómeros. se analizó la c;:onducta cromatogrlific;:a de una muestra preinc=ubada en Gdn-CI 4.5 M. 

conc;:entración que debe favorec;:er un inc;:remento en la espec;:ie mis dcuuaturalizada. B.Vo estas 

condiciones. la cromatografia de filtrac;:ión reveló un inc;:remento en el pico c;:on un Rs de 5 11111 a 

expensas del pico de B.6 11111. Los resultados anteriores llevan a la conc;:lusión de que. entre Gdn-CI 

4 y 4.5 M. la glutatión reductasa de S. maxima existe bajo la forma de dos espec;:ies - que parec;:en 

c;:orrespondcr al dimero y monómcro - y c;:uyo grado de desdoblamiento es considerable. a juzaar por 

sus&. 

Finalmente. la enzima preinl;ubada en Gdn-CI 5 M y analWida por cromatoarafia de filtrac;:ión. 

se compona como una espec;:ie única con un Rs de 6.B 11111. La [TI) de esta espec;:ie (41.3 cm3/a). 

1Ugiere que c:orresponde al monómero completamente deuuaturalizado. De hec;:ho. si se considera el 

número de residuos que constituyen la c;:adena polipeptidic;:a en un aráfico lopritmico de [T'l)Mo 

versus •n•. el dato correspondiente a la glutatión reduc;:tasa de S. -ima c;:ae sobre la línea que 

desc;:ribe c;:adenas polipeptídic;:as en conformación de •c;:adena desorganizada• (random coil) [4]. 

Ca•bloa ea la estructura terciaria. Aunque las conc;:lusiones planteadas en la sec;:c;:ión anterior 

respecto del estado confonnadonal de algunos intermediarios. estuvieron basadas exclusivamente en 

el arado de expansión de los mismos - srado de expansión cuantific;:ado como el aumento en el Rs -

la evidencia que confirme o rec;:hace tales conclusiones debe provenir de metodologias mis sensibles 

a alteraciones de la estructura terciaria. Para el presente trabajo se eligieron tres de tales técnic;:as: 

accesibilidad de srupos sulfhidrilo. cambios en el espec;:tro de emisión de la tluorescencia y 

elec;:troforesis desnaturalizante en sradientes transversos de urea. 
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1. AccajbjJjdwl de llDIPP' sullhjdri!o. Cada subuniüd de la s!utatión reduc:iw de S. _,_, en 

au.-cia de NADPH. posee dos papos sultbidri!o libres (92]; en condiCiones nativaa uno de eUoa ea 

puc:ialmenle llCQaible,, micnlraa que el otro sólo se expone en un medio 6-t-ae deanalunllizanle 

(por ejemplo, en praatCia de SDS). 

Como se mencionó en el capítulo anterior, en el cuo de la u.- no file po9ible detectar 

c:unbioa confi:lrmM:iona mediante ata técnica; la cinética de titulación de loa anapo• aulthidrilo de 

la enzima preincu1-da en urea 8 M fue prlM:tic:amente idéntica a la exhibida en eoad~ nativa 

(Fia. 6). En COllb'aposic:ió - presencia de CldlM::I. el comportamiento de loa tiolea de la enzima file 

radicalmente dif'erente. La Fía. 6 muestra la M:Cesibilidad dif'erencíal de ambo• tíolea en difilr..aea 

c:oncenttKÍoMS de Gdn-CI. En 1 M de dic:ho compuesto. el tiol parcíalnwnte .ccc:esible en la enzima 

o a: 5 
UJ 
:¡: 
o 4.5 
:z o 
:¡: 3 

' :i:: 
en 
en 
o 
CL 
::::> o 
a: 
C!> 

o 15 20 

TIEMPO (minJ 

Fi ... ra '· CiMtica de titul11eión de loa grupos aulfhidrilo de I• glumtión rectuct.- en 
~de Gdn-CI. Se incubmron alfCUOUla de I• enzima (208 µg) en~· de Gdn­
CI • la concentrllCión indicadal y la re11CCión ae inició por ~ici6n de DTNB • Un11 
concentrllCión fin•I de 1.4 mM. El volumen tot•I de la mezcla de reacción fue de o. 7 mi. 
Loa números • la derecha de cada trazo indican la molaridad de Gdn-CI • la a..I ae llev6 
• cabo la titul.ción. 
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F ... ra 7. Espectro• de emiaión de fluorescenci• de I• glut•tión reduct•- en pre-nci• 
de u,... (A) 6 de Gdn-CI (B). Loa eapectroa - regiatr•ron deapu6a de que I•• mezcl•• 
enzlmtt-deanmur•lizmnte perm•necieron incubadas durante 24 h. L• intenaid•d • la 
longitud de ondm del mmümo de emiaión de la enzima n•tiv• (325 nm) - tomó como el 
100 "de fluoreacenci• rel•tiv•. En la grMica "'A"' ae incluye, con fine• compmr•tivoa, el 
-.peclrO de emiaidn de unm muestra de la enzima preincubada en Gdn-CI 5 M. Recumdro: 
cmmbloa relmivoa en I• intenaidad de la fluorescenci• • 354 nm en función de I• 
concec itr91Ción de Gdn-CI. 
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nativa incrementa notablemente su reM:tividad, alcanzando una maeta cuando se completa la 

titulación de un tiol por subunidad. Así. la conf"ormac:ión de la alutatión reduc:taaa blQo tales 

condiciones es clarainente diferente de la proteina nativa. 

AJ aumentar la conc;entración de Gdn-CI comienza a exponene el -.sundo srupo tiol; ain 

embarao. la acc:eaibilidad completa de este último mio 11e alcanza en Gdn-CI 5 M. Ea interesante 

mencionar que el alineamiento de las secuencias de loa péptidoa conteniendo cisteinas de la enzima 

de Spin1/ina con la estructura primaria de la stutatión reductaaa humana (92), su¡¡iere que loa dos 

tiolea titulablea podrían loc:alizane en dominios distinto•. Aai, mientru que una de las ciateinu de la 

enzima de Spin1/111a se alinea con el Trp 287 de la proteína humana (loC'alizl'do en el dominio de 

unión del NADPH). la otra parece c::orreapondel" a la Val 332 (ubicada en el dominio central). Aunque 

no e• claro cuál de las dos cisteinu porta el tiol parcialmente acc:eaible, loa reau.ltadoa de loa 

experimentos de titulación con DTNB en presencia de Gdn-CI susieren una estabilidad dif'erenc:ial 

de lo• diferentes dominios de la protel~ 

2. E!fPCCtroM:Qpia de Ouore11CCncia. A fin de complementar la información auminiatrada por loa 

experimento• de titulación con DTNB, 11e procedió a estudiar la ea&abilid..s c:onfonnacional de la 

alutatión roductaaa monitoreando loa cambio• en el espectro de emisión de la t1uoreac:enc:ia. La Fis. 

7 mueaara loa resultadoa obtenidos, tanto en praencia de urea (A) como de Gdn.CI (B). A diferencia 

de lo obtenido con la cromatoarafta de filtración y el DTNB, la eapectroac:opia de t1uoreac:encia 

permitió determinar que la conformación de la enzima, en presencia de altu c:onc:entracionea de urea. 
no ea exactamente idéntic:a a la de la proteina nativa. El espectro de emdión muestra un corrimiento 

hacia el rojo ui como un incremento en la inlcnaidad de la emisión. En urea 8 M. la loft&itud de onda 

del máximo 11e localiza en 336 nm. comparado con 325 nm para la atutatión reductaaa nativa; sin 

embarao. tales c:ambioa fueron mila cspec:tacularea cuando las mediciones 11e realizaron en soluciones 

de Gdn-CI (Fia. 78). A bajas concentraciones del compuesto - hasta aproximadamente 2 M - mio 

ea detectable un aumento modesto en la intensidad de la emisión. sin ninsún desplazamiento en la 

lonaitud de onda del ~mo característico de la proteina nativa. A concentraciones superiores a 2 

M, y hasta 4 M. se dieron los mayores cambios, involucrando tanto un incremento en la intensidad 

de la emisión como un corrimiento hacia el rojo. En Gdn-CI 5 M la IOftBitud de onda del nWlimo de 

la emisión se ubicó en 354 nm; a esta misma longitud de onda. la intensidad de la emisión se 

incrementó en un 200 %. 

- 24 -



El intervalo de c:oncenttM:iones de dicho ~o donde w dan los ,_yorea caunbioa en 

la inl....._. de la animión, ~con la pérdida irrfteniblc de I• Ktividlld. Debe menc::iowae en 

..,. punso que la ~ del Gdn-CI • - por dilución o por diálisis • no permitió recuperar eJ 

...,.am de ...uión w.ríttico de la ..mn. -iv .. ai bien el espectro reault-te de dicho proc:eso 

tllmpot;a .. idéntico .. de la enz¡,_ ~tural~ en Odn-CI (atoa no moatrlldos). 

Al c::onjunt.,. los dalos de la ia.c::tiv.c::ión c::on llqllelloa resultantes del aniliaia de ntruc::tuna 
a.n:i8ria, •....,que la inmctiveeión inwa"lible de la~ Nduct•• de S. _,_ por el Gdn-CI 

w debe• la pénlNt. de la eatruc::tuna a.ti~ como reaultlldo de sranclea cambios c::onf'omuac::io...iea. 

3. Elecam&Mwi• ......... U7'"fe en ...... icnra tqnaycnoa de urca. Una téemc::. int-te .,.na 
detecar amlMo9 ~ induc::idoa por la urM file introducid• por Creipton [38). Dic::ha 

técnica ecJMi9te ... .....iiar el comporUmienlo de Ullll protCIÍIUI que miar-• tnavés de un pi en el c::ual 

se ludla inccwpor.clo un JP11dienle de .,...,... que ea perpendicular a I• direc::c::ión de misr-ión de la 

(-) 

2 4 
UREA (M) 

6 8 

., ... "' & Perfil •l•cbClllor*ico de .. GkA*ión reducta- en presenci• de un grediente 
lle......., de uree. Un8 •lfcuot8 de I• proteinm ,,.tiv• (40 ~) fue 8Plieed8 en lo •lto de 
un gel de poliecril8mid9 ( e.s cm X 9 cm ) en el cual .. incorporó un grec:tienl• de ur­
P9'P911diculw • .. dlf9CCi6n de migraci6n de I• proteinm. L• corridm .. realizó • 200 V 
dur8nle 1 h. 
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proteina. A diferenc:ia de las técnicas anteriores. esta variante de la electroforesis permite un 

seauimiento muy detaJlado de los cambios confonnacionaJes suf'ridos por la proteina. ya que el 

aradienle de urea es continuo y lineaJ. 

La F°ljJ. 8 muestra el perfil electroforético obtenido con la glutatión reductasa de S. -ima. 

En contraste con lo oblefVado para una aran variedad de proteínas. en las cuales la desnaturalización 

inducida por urea da como resultado una disminución en la movilidad electroforética. la enzima 

muestra un aumento en la movilidad a aJtas concentraciones de urea; dicho aumento no se debe a 

cambios conf"ormacionaJes. sino a la disociación de la proteína tetramérica en dímeros. Asi, a alias 

concentraciones de urca, la Fig. 8 muestra que la movilidad eleclroforética de la especie principal es 

prácticamente idéntica a aquella del dimero nativo. lo que confirma nuevamente la ausencia de 

cambios estructurales sipficaaivos. El perfil difuso en la región de transición debe atribuirse a la 

inten:omiersión dimero-tetrámero durante el experimento. Dicha región parece ubicarse entre 3 y 5 

Mdeurea. 

La inf"ormación suministrada mediante esta técnica corrobora los datos previos acerca de la 

notable estabilidad conf"ormacionaJ de la glutatión reductasa de S. moxilftQ en soluciones de urea. 

Desafbrtunadamee el c:aráctel' iónico del Odn-CI impide su utilización en este tipo de electroforesis. 

C..bio9 - d _._Ido de estructura aecuadaria. De acuerdo con la inf"ormación proporcionada 

por loa atudios criSlaloar6ficos. la aJutatión reductasa es una proteína que penenece a la categoría 

a/fJ (69). En el cuo panicular de la enzima de eritrocito humano. el contenido de hélices a y láminas 

P es de 3 J % y 32 ,,-., respectivamente (64,69). Aunque para la sfutatión reductasa de S. _;_, no 

se dispone de Ja estructura tridimensional. la existencia de métodos de predicción basados en el 

empectro de DC en el ultravioleta cercano. permite hacer una estimación apro!<imada del porcentaje 

de cada tipo de elemento de estructura secundaria. En la FJS. 9 se incluye el espectro correspondiente 

a la enzima de S. -¡- en condiciones nativas; con base en los vaJores de elipticidad por residuo 

se calculó un 23 % de hélice a y 24 % de limina fJ. Si bien dichos valores son inf"eriores a los 

reponados para la enzima humana. debe considerarse que el método utilizado muestra una 

incertidumbre considerable. amén de la enorme distancia evolutiva entre ambas especies. 

Con10 era de esperarse por los resultados obtenidos mediante técnicas de transpone de masas 

y fluorescencia. Ja urea no ejerció ningún efecto sobre la estructura secundaria de la slutatión 

reductau. Seaún • muestra en la Fig. 9A, los cambios sobre la elipticidad de la enzima en urea 9 M 
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..... ra 9. fi9P9dfOS de OC en el UV lej.io de I• glutmtión r~ en pre8enCI• de ure. 
(A) o Gdn-CI (8). Antes de llev•r • cmbo el registro de C.- espectro, - pr9incubllran 
alfcuotms de la enzima (150 ~en 1 mi) durante 24 h en pre8eneia del compuesto 
deanaturalizmite • I• concentrmción indicada. Loa números sobre las curv- indican I• 
concentración de Gdn-CI a I• que - registró el espectro correspondiente. Por claridad, 
sólo - mueatr.n loa eapectroa • 3 M, 3. 7 M y 5 M. Recumdro: curv• de trmnaición medidm 
por loa cambios de elipticidmd • 220 nm. En el cmao de I• u1Wa, sólo - mueatrmn loa 
espectros de I• enzima nativa (-- ), en urea 3 M ( • ) y en ure• 9 M ( O ). 
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son .penas perc:eplibles; en contraste. la incubación en soluciones de Gcfn.CI resultó nuevamente en 

una transición entre la especie nativa y la desnaturaliuda (Fia. 98). El intervalo de c:oncentrKionea 

donde •da dicha transición es coincidente con loa resulUldoa obtenidos mediante eapectroacopia de 

fhMx'escencia. De KUa'do con ello. parece raa>nable concluir que loa cambios aufiidoa por la enzima 

durante la~ implican la pérdida simultánea de las estructuras .ec:undaria y terciaria. 

Por otra parte. loa espectros de DC a concentraciones por deba.jo de Gdn-CI 2 M fueron 

prKtieamente idénticos al de la proteína nativa. aupriendo nuevamente que la inactiva.;ión reversible 

inducida por el Gdn-CI implica cambios conf'ormacionales sutiles que no involuc:nui la pérdida de 

elementos de estructura secundaria. En este sentido. cabe aellalar que loa pon:entajea de hélice ca y 

lirnina P. ewJuados a partir de loa espectros obtenidos en aolueionea de Gdn-CI por deblVo de 3 M. 

fberon idéntico• a loa porcentajes correspondientes a la enzima en conclicionea nativas. 

laaellvac:i6• 14 .... iea. Como 9e demostró en las aec:c:ionea anleriorea. la ina.;tiva.;ión reversible de 

la alutatión reductua de s. -¡- inducida por deanaturalizantea qufmic:oa - da sin aranclea 
alterKioncs de la estructura nativa. A fin de comparar tales ob9erva&:ionea c:on el efilcto producido 

por el calor. a procedió a determinar la actividad enzimitica en fianción de la temperatura. La Fia. 

10 muesrra que durante el calentamiento ar-dual ( 1 °C/min) de una alicuota de la alutatión recluctua. 

la actividad se mantiene sin cambio huta loa 60°C. Por arriba de este valor se observa una 

inac::tiva.;ión que• extiende huta loa 76°C, alcanzando el 50 % de la misma a 71°C; sin embarao. 
cuando se incubó la enzima 5 min en cada una de las temperaturas muestreadas. se observó una 

menor t--.bilidad. c:on una T,,, de 67°C. 

El calentamiento de la protefna en prnenc::ia de GSSG no alteró la estabilidad térmica de la 

actividad enzil!Wtic::a. ni siquiera a una concentración de 5 mM. equivalente a 40 veces la Km (Fia. 

10). En contraste. el NADPH ejerció un efecto notable. ya que a una conc::entra.;ión de 500 taM 

(aproxümdamente 35 veces la Km). la T,,z •desplazó huta loa 44°C e incluso en NADPH 60 taM. 

la disminución en la termoeatabilidad file considerable (T,,, = 47°C). 

La capacidad de la afutatión reductua para rec::uperv la actividad basal después de haber sido 

calentada file prM:ticamente nula. En la Fig. 11 ae muestran loa resultado• de un experimento 

diacftado con tal propósito. Alícuotas de la enzima que permanecieron a 4°C después de haber sido 

calentadas a 73°C durante periodos variables. no mostruon ninsún inc::..-to en actividad en 

comparación con aquellas cuantificadas en el momento mismo del calentamiento. 
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....... 10. ln8cliveción t6rmicm de la glutatión rede Ida .. de Spilulin• maxim•. Se diluyeron 
12.3 1o1Q de protelna en 280 mi de 8m0rtigu8dor y la mezcle .. colocó en un blll\o de mgue 
que .. calentó grlldualrnente desde temperatura ambiente en eusencia ( e ) o en 
PNHncia ( ~ ) de NADPH 500 ~- A determinada temperatura• .. extrajeron ellcuotea 
y - lea enaey6 la actividad reaidual • temperatura ambiente. La actividad enzim6tlce • 
28ºC .. tom6 como el 100 % de mctividad reaidual. Siguiendo un protocolo id6ntico .. 
enaliz6 el .recto del GSSG 5 mM aobre la termoeatabilided de la enzima ( O ). 

cal•rt•llrla dllMwilll '!!"barrido. De ecuerdo con 101 datos suministrados por los experimentos 

de inKtivación térmica. es claro que la alutatión reductasa pierde completamente su c:apacidad 

catalitica por arriba de los 76°C. La irreversibilidad de dicha inactivación suaiere. en principio. que 

la proteina ha su&ido cambios conformacionales significativos. Sin embargo. de los resultados 

mosuados en la sección previa no es posible concluir nada definitivo en este sentido. 

Con el propósito de correlacionar dichos resultados con posibles cambios estructurales de la 

proteína. se procedió a analizar la conducta calorimétrica de la enzima. En la Fig. 12 se puede 

ob..-var el perfil calorimétrico de la glutatión reductasa de S. maxima determinado a pH neutro. Una 
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•la•ra u. C..,.cidmd de re-=tivación de la glut.tión redueta .. inactivada por calor. Se 
calentó una eolución de la enzima desde temperatura ambienta aiguiendo el protocolo 
deacrieO en la eecci6n experimental. Al llegar a 73ºC .. extr.;.on alfcuotaa a clifer9ntea 
tlempoa y .. lea determinó la -=tividad raaidual ( e ) 6 bien .. incubaron a 4°C por 24 
h y entonce• .. enaay6 la -=tividad enzim41tica ( O ). 

prinwra Clll'ac:terilltica diana de mencionar11e ea la forma uimétrica del trazo. que llUllÍ- que - la 

~ ténnic:a de la proteina deben esa... implicados mú de dos a&adoa en la tnuuición. 

En Mpndo luaar. la reaión donde 1e l<K:aliza la endotenna .,..._ c:oinc:idir con el intervalo de 

temperablrU donde 11e da la inactivación~ sin embarao. ea necesario considerar la dif«encia en las 

cx1H••m.au.- de proteina uti~ en ambos casos. En este llefttido, ~establecido que para las 

proleinu ~la n. muestra una dependencia proporcional a la concentración de proteina. 

"debido a la -aia extra invertida en la disociación de las aubunidadea conatituymatea [93). Sin 

embarao. cuando 11e analizó el efecto de dicha variable sobre la Tm de la aJutatión reduc:taaa de S. 

~~. no ae obler'Vó una t~ consistente con lo esperado. A conc:entnM;ionea de proteina de 

0.7. 1.4 y 2.5 mafml, las Tm fueron de 74.6°C. 74.4°C y 76.4°C. respectivamente. 

Por oua parte. la tranaic:ión c:alorimétrK:a resultó ser completamente irreversible. Una muestra 

de la proteína c:alentada hasta BO°C. enfriada y vuelta a analizar en el calorímetro no mostró ninauna 
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~ Tal ob-. 4Ción excluye d empleo de los métodos de la termodinámica del equilibrio para 

d an6liü de los datos. Pe9e a ello. es posible obtener información sobre la desnaturalización térmica 

de la proteina. así como del proc:no irreversible. a partir de la dependencia de los parámetros 

tennodin6mic:oa respecto de la velocict.d de calentamiento. El modelo mú sencillo para una 

~térmica c:on fttas c:arac:teristicas. implica la c:onversión del estado nativo (N) a una 

'ºrma tlnal (F) mediante un proc:ao cinético de primer orden (94] de acuerdo eon el sipiente 

aquana: 

--1 o 
E 

X 
Q)Q. 
(.) 

250 

200 

150 

100 

50 

o 
60 65 70 75 85 

TEMPERATURA 

F•••- IZ. Perfil celorimétrico de la glutatión reductan. Se colocó una mueatra de la 
proteína en I• celda del celorfmetro y se calentó grtldualmente como - describió en la 
8eCCión exper¡mena.1. 

- 31 -



... 

En-. cuo. a panir de cMla traio calorimétric:o ea posible obtC.-- el v8lor de la CCJll8tlUlle 

de veloc:idU de la etapa irreversible. a una temperatura dUa. mediante la ea.111dón: 

Cp 

k(T)-v ----

Qt-Q 

donde y ........... 'W'kJcided de barrido; Cp ea el - de c:apacidad _c:aloriflc:a; Qt COU98pOlide 

al calor total de la endot-y Q al ealor liberado huta una ciena temperatura (31). En el c:uo 
puticular de la alutatión reduccua de S. -'-. loa experimentos c:alorim6lricoa llevados a cabo 

a diferentes wlocidada de calaatamicllto demoatraron e&ctiVMWlte una ck.- 1lenci• de loa 

--·--¡------- 1 -----·..--
250 

200 -1 o 
E 150 

1 
~ 100 ...., 
~ 

50 

~o. 
o 

o 

65 70 .75 so 

TEMPERATURA e ·e 
Fip- 13. Peffil•• e11lorim6tricoa de I• glut•tión rec:tuct•.. obt.nidoa • dif91'9nt•• 
velocid8dea de b8rrido. Se colOC11ron •lfcuot•• de I• proter,,. (0. 7 mgtml) en .. celd9 
c.lorim6bice y - Clll.nt•ron aiguiendo el protocolo descrito en I• 89CCi6n experimentm. 
t.aa velocid8dea de e111ena.miento utiliZ8d8a, en Klmin fueron: 1) 0.5 ; 2) O. 75 ; 3) 1 ; 4) 
1.5. 
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2.85 2.90 3.0 

1/T x 103 

.. ,.. ... 14.. Gr'MiCll de Arrheniua conatruido con laa conar.ntea de velocidad Obtenida• a 
partir de toa perfitea calori~tricoa de fa Fig. 13. (r'"' 0.99 ). <O> 0.5 Klmin; <O> 0.75 
Klmin; ( e ) 1 Klmin; ( 6 ) 1.5 Klmin. 
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Fisura IS b. P•tronea electroforéticoa de la glutatión reductaaa deapuéa de haber sido 
entrecruz.:ta • diferentes temperaturas en la región donde ocurre la tranaición 
~lori'"'6trie9. L .. temperaturas analizada• fueron: A) enzima entrecruzada a 20ºC, E) 
68°c, 1) 70°C, J) 72°C, K) 74°C, L) 76°C, M) 78°C, G) marcadores ele ma .. molecular 
baja!. ' 
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pu-ámetroatennodinimicoa respecto de dicha velocidad (Fig. 13), lo que sugiere que el proceso de 

desnaturalización térmica de esta proteína es controlado cinéticamente debido a la e"ístencia de 

etapas irreversibles. 

Con la inf'ormación así obtenida. es posible calcular la energía de activación del proceso 

inevenible a partir de un aráfico de Arrheníus. Los datos correspondientes a las cuatro velocidades 

de barrido utilizadas se muestran en la Fíg. 14. Es claro que los cuatro conjuntos de datos se ajustan 

razonllblemcnle bien a una aola U.- recta. lo que sugiere que el modelo utilizado explica la conducta 

c:alorimétric:a de la patatión reductasa de S. maxima en forma adecuada. A partir de la pendiente de 

la arifica se obtiene una eneraía de activación de 411 kl/mol. 

A fin de estimar la ma¡pútud del cambio de entalpía molar, fue necesario conocer el estado 

oliaomérico de la enzima en el intervalo donde se da la transición ténnica; para ello, se llevaron a 

cabo experimentos de entrecruzamiento covalenle en combinación con electrof'oresis desnaturalizante 

en SDS. La Fig. 15 a muestra loa perfiles electrof'oréticos detenninados a temperaturas inf'eriores a 

aquellas del intervalo de la transición. Puede verse que el calentamiento gradual de la proteína da 

c:omo .-.hado la disociación del tetrimero de tal manera que, previo a la desnaturalización,, la única 

especie existente ea el dfmero. Ademú,. en la reaión correspondiente a la endoterma no se observa 

un incremento en la abundancia relativa del monómero (Fis. 15 b), lo que suaiere fuertemente que 

la desnaturalizac: térmica de la glutatión reductasa de S. maxima no va acompaftada de un evento 

disociación y explica además la no dependencia de la Tm respecto de la concentración de protelna. 

En la Fia. 15 b puede verse además que la proteína desnaturalizada tiene una fuerte tendencia a 

aareprse. 

Con base en los resultados anteriores, los datos calorimétricos se lliustaron a una proteína 

dimll!rica con unaMr de 96 kDa (76). Cuando tales valores se sraticaron en función de la velocidad 

de c:alentamiento, se obtuvo el perfil mostrado en la Fig. 16, que muestra una tendencia del. 4U.... a 

alcanzar asintóticamente un valor rná>cimo a altas velocidades de calentamiento. Dadas las limitaciones 

inatrumentales de los calorlmetros actuales, no es posible alcanzar velocidades de barrido mayores 

a 2 aradoslmin; sin embargo, a partir de un regráfico de AH.., versus l/v (9SJ es posible hacer una 

esaimación del cambio de entalpía en ausencia del proceso irreversible por extrapolación a velocidad 

de calentamiento infinito. El inserto de la Fig. 16 muestra dicho regráfico con los datos calorimétricos 

de la alutatión reductasa. A partir del intercepto se obtuvo un valor de 1.807 MJ/mol. A fin de 
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compuw ate parámetro c:on los valores c:orrespondientes a otras proteúaa. file~ expresar 

el valor .,.erior por IP'&lllO de protcina - es decir, el cambio de enlalpia especitk:o -. AJ h8cerlo u, 
• oblu"° un v.ior (18.8 J/a) lli¡¡nificati~e ...._.al reportado para laa ~que su&en una 

demllluniliació completa (96). Así, parec:la fllClible que la transición endoÑnniCa ob.-vada en el 
calorimetro para la alutatión reduc:tua de S. _,_ ftaese el resultado de ww clesnatul'8liza 

parcial de la protcina. 

Para V«ificar o deM:anar el punto anterior, se procedió a analiw el .,._ de 

cleUlatul1lliwi térmica de la alutatión reduetasa, sipiendo loa c:ambioa de elipticidlld durante el 

calentamienlo tp1ldual de la proteina. Como se muescra en la Fía. 17, el parón~ apoya la 

hipótemia de una trmnsición pmrcial. Tanto la forma de la curva como la mqnitud del cambio toul de 

elipticidad. ....-.. que la protcina solo aufi'e w p6rdida parcial de - ~de atruetura 

NCUndaria al ser calentada; además. el espec:tro reUdual de la protcina al final de la tramicióa,. 
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<J 0.5 
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r.ñ 
1.11 

<I 
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-'i' 1 1 1 

o.e 1.0 1.e 

1 /v ( min • I< - t J 

1.0 1.5 

.VELOCIDAD DE CALENTAMIENT.O ( K min-1 ) 

......... 16. Dependenci• del .6H.., respecto de I• velocidad de cmlent11miento. Ceda v•lor 
fue obtenido par integr8Ción del perfil cmlorimétrico correapondiente. Reculldro: grMicm del 
.6H- en función del recíproco de I• velocidad de cmlent•miento ( r = 0.985 ). 
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detennin8do a 80°C. nnda un perfil muy similar a aquel de la proteína nativa (inseno de la Fis. 1 7). 

Cuando el experimento anterior se repitió en presencia del Gdn-CI a concentraciones 

ülfCliores a aquella que inducen la desnaturalización. el resultado obtenido fue muy dif"erente; bajo 

_,.. QOlldiciol-. el qpstro de la elipticidad mostró una transición cooperativa completa. mientras 

que el espectro de la proecína ui c:alenlada file muy semejante a aquél de una muestra d.,_.uralizada 

par Gdn-CI (recuadro ele la Fia- 17). A c:oncentracionea inf"eriores a Cidn-CI 2.8 M 1e obtúvieron loa 

miamos resultados cualitativos; sin embarJlo. se observó una dependencia notable del AH y la 7>rt 

.....,eeto de la concentración de deAwturalizante (datos no mostrados). 
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"e 
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<D -10 
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-5 
200 240 

A (nmJ 

20 40 60 80 

TEMPERATURA ·e > 

...... 17. Eliptidded a 222 rvn de,. glutmión recluct•- en función de la temperatura. Se 
coloc6 un• mueatr• de I• protefna (O. 15 mg/ml) en la celda del eapectropolarfmetro en 
au8er1Cia (A) o en preHnci• (B) de Gdn-CI 2.8 M y - calentó desde temperatura 
ambiente. La Hftal - regiatr6 en forma contfnua. Recuadro: Espectro de OC en el UV 
lejer1o de la glulatión f9duct•- deanatur•lizada por calor en ausencia del Gdn-CI (- - -). 
El eapectro fue rwgiatrado a 80°C deapuea de que la enzima habfa aido calentada 
gradualmente c:omo - deacribió. Para fines comparativo• - incluyen tambi4'n loa 
.-pectroa de la enzima nativa (--- ) y dean•turalizada en Gdn-CI 5 M ( • • • • • • • ). 
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Efecto del NADPH -bre a. tra•sici6• calori•ftrica. Como IO demostró anteriormente. el 

NADPH ejerce un ef-to notüle sobre la termoestabilidad de la. enzima c:uando el puámetro 

~es la llCti'llidad enzimitica. Con el propósito de determinar si dic:ho sustrato es también 

capa de pRJYOClll' cambios en la conducta calorimétrica de la enzima. IO proc:edió a analizar el efecto 
del NADPH sobre la deuwturalizac:ión térmica de la 8'utatión reduc:tasa de S. _, __ La Fi¡¡. 18 

muestra el pe.fil resultante de tal -perimento. Comparado c:on el trazo obtenido en &u-a de 

NADPH (Fq¡. 12). el cambio prOYOC:8do por el nucleótido resulta espectacular. Tanto el intervalo de 

temperaturas donde se da la transición. como la maanitud del 4U... son c...._.., clifilrentes. Es 

~observar que la T 112 - derivada de los -perimentos de inactivación térmica en preMllCia 

d9I NADPH - no coinr:ide cion la T• ~del experinMnto calorimétrico. A partir del 6rea be,io 

la curva se c:alc:uló un 4U... de 1.04 MJ/mol. 

Dlibido a que el GSSG no modificó el perfil de illllCtivación térmica de la enzima. se decidió 

no analizar - efecto sobre la transición calorimétrica. 

150 -1 o 100 
E -1 
~ ...., 50 
.X 

~Q. 
(.) o 

50 60 80 

TEMPERATURA c·c) 
..._.... ta. Perfil calorir1'14Mrico de I• glutmtión red! a. .. en pre9enei• de NADPH. Se coloeó 
un• muestra de la enzim• (1.4 mg/ml) en I• celdm del calorimetro y se calentó en 
pre .. nci• de NADPH 500 ..,M como - describió en I• sección experimental 
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DISClJSION 

El empleo de ~tes desna&uraliuntes ha sido de gran utilidad en el estudio de las proteinaa, 

ya que ha pennitido obtener una gran cantidad de infümuic:ión rnpecto de la estabilidad de tales 

macnxnoléculu (11,28,94). El objecivo final de dichos estudios es doble: por una parte, dilucidar loa 

principios que gobiernan el plepmiento de las cadenas polipeptidicu, desde una conf'o111111Ción de 

cadena delolpnizada (random coiJ) hasta la conf'onnación altamente estructurada canicteriatica del 

estado nativo; en aeaundo término, obtener inf'onnación cuantitativa l'e9p0Cto de loa parúletro• 

termodinámicos propio• de cada proteína. Con la introducción de la tec:noloafa de la Bioloafa 

Molecular me hizo posible la creación de mutantes conuoladoa, lo que ha permitido evaluar, en el caao 

de alaunaa proteinas simples. la imponancia de aminolicidoa especifico• en la estabilidad alobal 
(97,98). Pese a ello, la respuesta a la primera pregunta parece aún lejana. 

El presente trabajo ae circunscribe a indqar en la estabilidad de una proceina particuJar: la 

alutatión reductau. La información previa dQponible, aunque di..,..._ eacaaa y reRrinaida a evaluar 

la estabilidad en filnción de Ja actividad enzinática, apuntaba a una proteína relativ...--te estable 

(S7,S9, 73). Loa dato• obtenidos con la enzima de S. -¡- refUerzan dicha ~ación. 

Un primer upecto que llama la atención ea la aran tolerancia de la capacidad catalítica de la 

alutatión reductaaa a la urea (Fig. 2B). En este sentido, es importante aeftalar que loa dato• 

. colectados lle obtuvieron con solucione• de la enzima previamente ina>badH dwwlte un periodo 

~ - huta 24 h - en.,._¡. del qente deanaturalizante, por lo que ae supone repreaentan 

condiciones en equilibrio. Si bien la actividad residual es de aólo 8 % en urea 8 M. la enzima se 

recupera completamente por dilución del compuesto desnaturalizante. La información estructural 

recabada revela que el "status" conf'ormacional del intermediario inactivo es muy -.ejante al del 

estado nativo, aqpriendo que la pérdida de Ja actividad se debe a una alteración estructural muy autil 

y no a una deanaturaliz.acn reversible. Aunque el Gdn-CI a ~ concentracionea también da lugar 

a una inactivación reversible sin cambios conf'ormacionales significativos (Fi9. 2A), la naturaleza 

estructural del intermediario involucrado debe ser dif'erente respecto de aquel observado en 

soluciones de urea. Esta conclusión deriva de los resultados obtenidos en los experimentos de 

accesibilidad de los srupos tiol de la proteína y de espec:troscopía de Ouorescencia (Fip. 6 y 7). 

Los resultados anteriores pueden explicarse a la luz de un modelo que supone que una región 

local de la proteína adquiere la conf'onnación de un intermediario extendido, como ha sido descrito 
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por Freire (99]; en dicho intermediario. las interacciones terciarias locales están perturbadas. 

manteniendo intactas las estructuras secundarias. Obviamente. las regiones af"ectadas de la enzima 

deben mer diferentes, ya aea que la inhibición se deba a la urea o al Gdn-CI. Para algunas proteínas se 

ha demostrado. mediante estudios de intercambio de hidrógeno e 1oo.1o1 ]. la existencia de 

conf"onnaciones muy semejantes al estado nativo en equilibrio con este último, incluso en ausencia 

de aeentea deanaturalizantes. Loa datos RK>Strados en el presente trabajo sugieren que. para el caso 

de la alutatión reductaaa de S. -ima. existen al menos dos de tales conformaciones. 

Loa resultados de la inactivación reversible también sugieren que existen regiones de la 

protefna cuya C91abilidad ea inflDrior a la de la proteína como un todo. Si bien resulta atractivo 

proponer que la inactivación reversible es consecuencia de la menor estabilidad de alguno de los 

dominios de la enzima, no es claro si tal inactivación se debe a una perturbación localizada en uno 

o m•a dominios. Como se mencionó en la sección introductoria. es probable que dichas regiones 

IAbiJes involucren al sitio activo y/o loa sitios de unión de los sustratos. ya que estas se caracterizan 

por presentar un elevado sracto de Oexibilidad. 

De9de el punto de vi.ca termodinúnico. la estabilidad de dichos intermediarios parece ser muy 

semejante entre al y mar&inal. La Fia. 19 muestra la dependencia del ~G. correspondiente a la 

tranmic:i6n N • l. rapocto de la concentración de desnaturalizante. La extrapolación a concentración 

cero revela valores de 2 kcal/mol y 1. SS kcaVmol para los intermediarios observados en urea y Gdn­

CI, relpCCtivamente. Aunque el aniliais tennodinúnico basado en loa . datos de inactivación­

reactivación no ea estrictamente v .. ido, puede suponerse que la pérdida gradual de la actividad se 

debe a un desplazamiento del equilibrio entre dos conformaciones muy semejantes - como se 

.-.cionó anteriormente - una de las cuales es completamente inactiva. 

Un punlO que no se debe pasar por alto es el relacionado a la actividad enzi~tica de ambos 

oliaómeroa; en este mentido, los datos de la inactivación con urea parecen concluyentes. sugiriendo 

que tanto el dímero como el tetrúnero presentan la misma actividad especifica. Así. en el intervalo 

de concentraciones donde se da la disociación del tetrámero en dímeros. no se observa una caída 

~e en la llCtividad. En urea 3 M. donde el único oligómero detectable es el dímero (Fig. 

4), la actividad residual es de aproximadamente 70 %. sin que se observe una discontinuidad en la 

curva de actividad residual (Fig. 28). De hecho. el único cambio estructural significativo que 

acompalla a la inactivación inducida por urea es precisamente la disociación del tetrámero en 
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[ DESNATURALIZANTE ] 

.... n 19. Eawbilid8d termodin*nicm de loa intermedi.rioa ob...-vlldoa en soluciones de 

..... y Gdn-CI. C8da pw1to - obtuvo • pmrtir de loa dllloa de -=tividmd reaiduml rnoatrlldoa 
en I• Fig. 2, a.nao Plll'9 I• ~ ( e ) como par• el Gdn-CI ( O ). Loa coeficientes de 
correlllci6n son -0.995 y -0.984 .,... ....... y Gdn-CI, repectivllmente. 

dlmeroa. Dicho cambio contrasta con la eatabilid8d del tetr..._,o en M>lucionea de Gdn-CI a 

concentraciones eompuablea a 11quellaa donde la urea promueve la diM>Ciación. Aunque "a priori" 

mte remltado puede.,.,_ sorprendente, d8do el mayor poder dnnaturlllizante del Gdn-CI, debe 

•-rae p.--te el c:aracter iónico de cate último. En cate sentido cabe leftalar que el tetrámero 

retiene au estructura c:uatemaria en preaencia de NaCI 2 M [78) y que, como ae n...cionó en la 

-ión introductoria. el fbaf'ato inorpnico filvorece mu aarea-ión (78). Parece razonable suponer 

que en la eatabilidlld del tetránwro, laa interacciones hidrofóbicaa juegan un papel esencial. 

La variación de la enersfa libre de disociación de la glutatión reductasa respecto de la 

c:onc:en&rac:ión de urea (inserto de la Fig.4), es significativamente mayor que aquella reportada para 

la hemoalobina humana (102). Si ae considera el hecho de que en condicione• nativas el arado de 

dirciación de la slutatión nduc:tasa de S. maxima es mayor que el de la hemoglobina, y muponiendo 

que el arreglo de subunidades en unbas proteínas sea el mismo - tetrámeros con simetría 0 2 - podria 

plantearse la hipótesis de que la dependencia mencionada está dada por las interacciones del larca de 
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intertilce que estabilizan al tetrámero~- De llC:U«do con ello, a mayor"- de inamúce 

llWIOI" MQ la van.ción de la mnstante de dillOCÑK':ión rapocto de la concentración de - (dUa por 

la pendiente del tp'áfic:o 40 venus r-n. DeufonunadalMnle. aunque lle conoce en detalle el área 

de interf'ace de un cieno núnMro de proteinu teu.méricu (103), no exi.ae infOl'lllllCión reapecto a 

Ja estabilidad de 11U estructura cuaternaria en 90luc""- de u.__ con -cepc:ión ele Ja '-noalobina 
humana. 

Al comparar loa rauli.doa de loa experimentos electroforéticoa y crornatopáficoa en 

praencia de urea (Fip. 3 y 8). se pone de manifiesto que no hay c:oincideacia en el intmvalo de 

concentracioma donde se ob9ava la diwocillCión. Mientras que loa perfiles cromat~ muestran 

que dicho~ ocurre entre 0.5 M y 2 M. el patrón electroforético llUaien que la diaocillción se 

da a mayores concentraciones. Aunque tales obaerv~ podrian ..-V ~ en Ja 

conducta de la afutatión reductua, debe t- preaalle Ja ..,..aitud dCll tiempo que Ja enzima 

per--aó en cona.eta con la - anlea de cada~- En Ja eloctrofiweaia Ja proteina nativa 

fUe colocada directamente sobre el ael. sin contacto pc1IYio con Ja ~ ., cambio, Ju mueatru 

aplicadas a Ja columna cromatotp'áfica 6-on prcincub9du durante 24 h en Ja concentración 

~de urea. En el primer caso, no hubo tiempo aufic:iente p1111t que el amema IJepra al 

equilibrio en todo el intervalo de~-

En contraste con el t...an-v, ea di¡plO ele llWICÍOnal" la aran e.aabilictad que exhibe Ja 

interfiace entre 11Ubunidade• en el dúnero. En la afutalión reductaaa ele eritrocito humano dicha 

interfilQe ellá constituida por dos reai~ de COllblelo, una •superior• y una •in&rior•, con un área 

total de 3400 A2 por aubunidad (67). Cabe lldlalar que loa reaiduos lc>Alizedoa en Ja reaión 11Uperior 

muestran una identidad elevada (92 %) entre Ja enzima humana y Ja ele E. coli; en c:ontraate, Ja 

identidad de Ja rq¡ión inferior ea de solo el 37 % (67). Existen cvidenciaa que au8i«en que Ja 

contribución ele la región superior de la intef'face a Ja eatabilidlld del dúnero, ea mucho mayor que Ja 

de Ja región inferior (constituida por extensiones del donúnio de unión del FAD); aai, mientras que 

el área de superficie oculta por la región superior ea de 2100 A2 , Ja corrapondiente a la región 

inferior ea de sólo 1200 A. Por otra parte, loa atudioa criataJoarifico• también han puato de 

manifiesto que loa residuos que contribuyen a la región inferior edüben una elevada ftexibilidad (67). 

Loa multados obtenidos en el praente ~ revel8n que la inlcr&ce de Ja proteina dimérica 

ea notalblematte resistente a la dilOCÜICión. Aunque en Gdn-CI 5 M la proteina se compona como un 
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DXMIÓIDCr'O desn.uuraliz.ll, a conc:entraciones inferiores - entre 4 y 4.S M - existe un equilibrio entre 

el monólnes-o y el dfmero parcialmente desnaturalizados (Fig. SC) sugiriendo que la disociación en 

monómeroa es concomitante con la desnaturalización de la proteína. Es tentador sugerir que en el 

dímero pan:ialmente desdoblado, es la región superior de la interf'ace de contacto la que se mantiene 

intacta. Los experimentos calorimétricos pusieron de manifiesto que, ws que disociarse, el 

deldoblamiento parcial do la c:ader.- polipepcidicu va acompaftado do su asregación (Fig. 1 Sb). Asi, 

en Gdn-CI, la transición al eatado desnaturalmdo involucra cambios simultáneos en laa estructuraa 

cuaternaria, terciaria y aecundaria, que se traslapan con la pérdida irreversible de la actividad. De 

panicular interés es la exiatencia de diversos intermediarios, cuyo grado de desnaturalización 

depende de la concentración del Gdn-CI, como revelan loa resultados de los experimentos 

hidrodinámic:oa y espectroacópicos. En 3. S M. la única especie detectable correspondió a una fonna 

parcialmente desdoblada del dlmero, que en Gdn-CI 4 M muestra ya un arado considerable de 

disociación en monómeroa. La existencia de una zona de reacción intermedia en el perfil 

cromat08fi&c:o suaiae que el equilibrio entre el monómero y el dlmero parcialmente desdoblados es 

relativamente rápido. A peaar de que en Gdn-CI 4.S M la aJutatión reductasa ha perdido 

c:ompletamenae la capKidlld de reactivarse, los intermediarios observables bajo estaa condiciones no 

han Uepdo todavia al estado completamente desnaturalizado. 

Los resultados experimentales, concernientes a la inactivación y d1Dsnaturalización de la 

Patatión recluetua de S. _,_inducida por urea o Gdn-CI, pueden ser integrado• en el sisuiente 

esquema: 

2M2 • - 2 M 2 20. - 40 

En este modelo, M 2 y M. representan las formas dimérica y tetramérica. respectivamente, de 

la enzima nMiva. pentras que M 2 • y M 4 • son conformaciones inactivas de las mismas, en equilibrio 

con los correspondientes confórmeros nativos. La adición de Gdn-CI incrementa la estabilidad de 

M. •, de tal manera que a concentraciones superiores a 1 .2 M el equilibrio ha sido completamente 

cle9plendo en favor de dicha especie. De manera similar, la presencia de urea desplaza el equilibrio 

nativo hacia M 2 •, siendo esta última la única especie detectable hasta la máxima concentración 

-'izada de urea. Por otra parte, M 4 • se mantiene como la única fonna detectable de la enzima en 
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soluc:ior.s de Gdn-CI huta que este compuesto alcanza una concentración de 2. 8 M, condición que 

fiavonce la dillOCiación del intermediario tetramérico en dimeros (D,). Sin embargo, la conformación 

del inaennediario dimérico - claramente dif"erente de aquella de M 2 •, y su grado de desdoblamiento 

se incrementa con la concentración de Gdn-CI. En 4 M muestra ya un grado considerable de 

di90Ci11Ción en monólneros parcialmente desnaturalizados. Como se discutió anteriormente. llama la 

atención la aran estabilidad de la interf"ace del dímero, lo que permite que la disociación y la 

danaluralizació 8e traslapen en el mismo intervalo de concentraciones de Gdn-CI, estableciendose · 

un equilibrio entre lu conCormac:iones parcialmente desnaturalizadas de dimero y monómero. 

Finalmente. en solucione. de Gdn-CI cercana a S M. la especie más estable - y única IM!,jo dichas 

condiciones - está representada por la fürma desnaturalizada del monómero (D). 

¿A que se debe la notable estabilidad estructural de la a¡lutatión reductasa en soluciones de 

urea?. No debe olvidarse que los resultados del presente tr~o fileron obtenidos a pff 7.0, condición 

que maximiza la resistencia de las proteinu &ente a aaentes desnaturalizantes (11,28). Se ha 

propueatO que la estabilidad conf'ormacional de una proteina esta determinada por la flexibilidad de 

la cad- polipeptidica (104), de tal manera que conf'orme ésta se incrementa. aumenta la 

susceptibilidad &ente a los qentes desnaturalizantes. Si bien no es el componamiento esperado, 

existen repones de enzimas que son notoriamente estables en presencia de urea (IOS-106). Asi, en 

el lúnite de M>lubilidad de la urea (JO M), la lisozima sólo a desnaturaliza en un 2S % (JOS), mientras 

que la~ de Closo-idi- the~/1111" retiene la cónf"ormación nativa después de 6 h en 

urea 8 M (106). 

En lo que rapectaa la~ térmica de la a¡lutatión reductasa de S. _;,,_,hay 

varioa aspectos que merecen ser analizados. En primer lupr, resulta i:iteresante que la especie 

inYoluc:nlda en la tramición c:aloriméCrica sea el dímero; en este sentido, el análisis electrof"orético de 

lu lllUll9b'U cntl'eCnlZadu a difi:rentes temperaturas es concluyente (Fig. 1 Sb). Aunque en un t....,.o 

anterior se clemosuó que el calentamiento de la e~ma a pH 7. 7 resultaba en la disociación del 

tetrámero (77), los experimentos calorimétricos de la presente investigación fueron realizados a pH 

7.0, por lo que remltaba eaalCial verificar dicho punto. Al compuar los resultados obtenidos a ambos 

valorea de pH, se pone de manifiesto que el intervalo de temperaturas donde ocurre la disociación 

es mayor a pH neutro que a pff 7. 7, revelando la mayor estabilidad del tetrámero a pH 7.0. 

En segundo lupr. cabe seftalar el caracter parcial de la desnaturalización térmica. La 
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retención de un~ si&nificaUvo de auuc:auru mec::undariu en la enzima calentada a llO°C, uí 

como la observación de una transición cooperativa en pre.encia de co~traciones relativ...-ate 

tNVaa del Gdn-CI, apoyan dicha conclusión. La pes-lliatencia de eatructura rnidual en las proteinaa 

desnaluralir.ad por cmor parece ser un f'enómeno frecuente, tanto en proteínas monoméricaa como 

oliaoméricaa (33-35). En el caso de la glutatión reductaaa de S. -'111a, la naturaleza pan:ial de la 

transición .,.._ debene a la aarepción de lu cadenu polipCll'ddicas parcialmente dadobladaa; este 

último f'enómeno parece explicar también el carácter c:inético del proceao, que MI manifiesla en la 

dependencia de la Tlrr y el AU... rapecto de la velocidad de calentamiento. Para estos caaoa 

complejos, dicha variable determina la abundancia relativa de cada apecie - nativa, parcialmente 

dadoblede y finel - el terminer la transición. Ya que ea de esperar que la qrepción - un proceso 

exoténnic:o, se entiende que a mayor velocidad de calentamiento mayor - la meanitud del AU,.... 

El modelo que se presenta a continuación perece Mr c:onaiatente con las obaervac:ionea 

experm...talea uoc:iadu con la deuwturelización térmica de la glutalión reduc:taaa: 

.t_, 

Dn 

0n· 

siendo M. y M 2 las especies tetnunéric:a y diméric:e, respectivamente; U 2 .......-U el estado 

pen:ielmente ~del dimero, mientras que Dn y 0n· c:orraponden a diCerauea aareaado• de 

eete último. El modelo propuesto requiere que las c:onsaantee de veloc:ided ~ y ~ Man mucho 

meyorea en relación con .t.1, de modo que .t, eatll aaoc:ieda con la etapa linútante de la velocidad del 

proceso. Ademú, pare explicar la dependenc:ia de loa parimetroa termodinámico• (AU... y 7>11) 

re.pecto de la velocidad de calentamiento se postula que el eatedo al que llep la enzima el finalizar 

la trenaic:ión _.~por una mezcla de Dn y 0n·, c::uyu propOC"cionea variarán dependiendo 

de dicha velocidad. Para ello es nec:eserio que, en cierto intervalo de tanperaturu, el proceso que 

conduce a Dn sea pref'erido sobre aquel que lleva a 0n·, y que se invierta la preferencia en otro 

intervalo. Ello implica que las energías de activación pare ambos eventos Man dif'erentea (ea decir, 

pendientes dif'erentea de sus gráficos de Arrhenius). 

En relación el orisen de la irrevenibilidad en la trensic:ión del eatedo nativo el deaneturelizado 

de la alutatión reduc:tase de S. maxima, sea inducida por compuestos químicos o por c:elor, debe 

tenerse presente. en primer luger, que se trate de une proteíne compleja constituida por cuatro 
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c.denas polipeptídicas orpnizadas en cuatro dominios estructurales. Así. el deadoblamicnto parcial 

o total de cualquiera de estos últimos podría resultar en la exposición de rqpones con un elevado 

contenido de residuos hidrofóbicos. lo que daría lugar a su ..,-esación para rormar complejos de 

manera irreversible. Esta posibilidad puede aplicarse a la ~ térmica de la enzima. 
explicando la retención de un porcentaje sisnificativo de estnlCtUnl oq¡anizada. En el caso de la 

desnaturalización inducida por Gdn-CI. si bien el caracter total de la misma clcibe raultar en una 

exposición considerablemente mayor de lirea hidrofóbica,, la estabilizacJón de las cad_. 

polipeptfdieas de.dobladas por el Gdn..CI evita su qrepción. 

Por otra parte, puede descartarse la posibilidad de que la inevcnibilidad observada con el 

Gdn..CI sea debida a la adopción de conformaciones "etroneu" por inlen:mnbios tiol-disulfiuo, ya 

que la mclición de fS-men:aptoetanol a las mezclas de desnaturalización-rawtunilizac:ión no resultó 

en ninaún incremento en el porcen~e de reactivación. Es claro. entoncos. que deben w­
hipólais altem.aivas para eiqJlic.u- la inwveRibilidad de la desnaturalización. En este sentido. se sabe 

que la l'OMlopción de la confiaunción correcta de los cnla'10s poli¡JcrtidicDS (ci9 o trans). en los cuales 

están involuc..Uos residuos de prolina. ea un proceso lento y constituye una etapa limitante en el 

repleaamiento hacia la conformación nativa [107,108). Si consideramos que en cada sublmidad de 

la alutatión nductasa de S. maJCillfta hay 8 residuos de prolina [76), esta última hipótesi9 aparece 

como probable. 

Una úhima altemlltiva para explicar la~ se basa en la existencia de codones poco 

ft'ecuentes, localizados en aquellas rejliones del RNA llMDSIÚel'O que codifican a los se¡pnentos 

polipl'pcidicDS "intenlominio". Se~ que durante la síntesis in .,;"°de ciertas proteúlas, los codones 

lllllllCicJn9do actúml como "p!IUSU tnlducc::ionales". dando tiempo al dominio recién sintetizado para 

que se pJieaue en la conformación nativa [ 109, l IO). 

Cabe~ que, si bien la desnaturalización de la alutatión reductasa induc:ida por Gdn­

CI .-dtó ter un proceso irreversible, de manera que no fue posible recuperar la actividad enzimúica 

~ la nimoción de dicho compuesto resultó en una especie confonnac:ionahnente dif"-te a los 

estados nativo y desnaturalizado. Ello susiere que la cadena polipeptídica desdoblada es capaz de 

"repleaane" a un estado (¿metaestable ?) que, si bien no corresponde a la conformación nativa. es 

claramente dif"erente de aquel adoptado en soluciones concentradas de Gdn-CI. 

Por lo que respecta al efecto del NADPH sobre la termoestabilidad catalitica y estructural 
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de la alutación redu~ de S. Marima, es necesario sei'lalar que la conducta observada es 

radicalmente opuesta a la reportada p.ra ocias proteínas, en las cuales la unión del sustrato se traduce 

en un aumento de la termoestabilidad ( J 11, 1 12). En el caso de la slutatión reduc;:tasa, c;:ualquier 

hipótaia que pretenda explic;:ar loa efectos espe<:tac;:ulare• observados debe basarse en los c;:ambios 

c:onf'onnac:ionales que ac;ompaftan a la unión del NADPH. En primer lusar. cabe seftalar que no se 

han e111C01ia.do .WO. de &jac:ión ICIQllldarios para dK:ho sustrato, incluso cuando la proteina se incu!Ja 

en presencia de c:oncentrac:ionea elevada• del mismo [J 13]. En .egundo lupr, aunque los residuos 

involucrado• en Ja unión del nucleótido provienen en su mayor parte del dominio del NADPH, 

tamllién panic:ipan residuos del dominio del FAD. del dominio c:entral y del dominio de interf'ac;:e [66]. 

Sin embaqo, Jos movimiento• auftidoa por las c;:adenu laterales de Ja Tyr 197 y Ja Ars 21 s. como 

~ de Ja fijllCión de loa anillos de nic:otinamida y aden.imi. rcapcc;:tivamente [ 113 J son. con 

mucho. los mú aipi&ativos. Si bien tales c;:ambios distan de ser espcctac;:ulares, podrian c;:ontribuir 

a disminuir la estabilidad eatruaural de la proteína. 

Por Olla parte. Ja evidenc:ia aiatalqpáfica ha revelado que la unión del NADPH a la afutatión 

NCll.ictua va ac:ompUlada de un twreafo de la estruc;:tura del solvente en el sitio de fijación (66]. de 

cal manera que aon desplazadas 14 moléc;:ulaa de agua. En este sentido se ha propuesto que. en 

au-ia de sustrato. el sitio ac:tivo de las enziinu es oc;:upado por moléc:ulu de aaua que "imitan" 

Jos pupo• polares del lipndo (J 14). Ea posible que en el caso de la afutatión reduc;:taaa,, lu 

ineencc=ionea eatablec:idu entre el NADPH y la enzima no c;:ompensen la estabilidad perdida c;:omo 

c:onaec:uencia de Ja remodón de moléculas de •su•. resultando asl en una proteína más lábil. 
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CONCLUSIONES 

1) La alutatión reductua de la c:ianobacteria S. -'-ea una protehla que exhibe una eatmbilidlld 

conaidenlble &ente a qentea ~- Si bien la ..n-ea complet-.e inactivllda por 

..,_y Gdn-CI, dicha inactivación ea revenible y no va -..paftllda por cambios conf'onnadonale 

coll9iderablea; incluao a temperaturu elevadu (SO°C) la pn>tema retiene un ~ importante 

de eauuc:tura ordenllda. De acuado con lo anterior, la conducta clanatural.izan de la 8'utatión 

recluc:taa permite aaruparla junio a aquellaa proteúwa c:arecteriudaa por que la p6rdida de la 

llCtiviclad biolóaica prec:ede al de8clolllamimlto de la cadaul polipepddica. 

2) La illaccivación ,__...ea atribuida a cambios c:onfbrlllllCio localea. El modelo que mú M ...._a loa~ obtenidos aipone que una re¡pón loc:ali2 11da de la cadena polipepddic:a pierde 

su -truetura ten:iaria pero retiene la eaaruc:awa -·nctana. Aunque la inac;tivación rever8ible • 

~unto c:on la-como c:onel Gdn-ct, los inlennmliario9 ,_....._no - ~e 
equivalentes. 

3) La illhdllce invo1uc:l"llda en la fi>rmaeión del ctm.ro .,._g una eatabi•idlld excepcional. Sólo en 

preMllCia de un qente ~ eomo el Gdn-CJ ea polible ddoc:iar ~e a la 

enzima en monómeros; sin embarJlo, tal di90Ciac:ión ea concomitante con la ~n de la 

cadena polipeptklica. Es probable que dic:ha earacterútica eat~ relaeionllda con el heeho de que en 

la tbnnaeión del sitio acti'10 pmtic:ipan IWidlK» de amba 9llbunidadea,. por lo que la 8elec:c:ión natural 

ha fiavorecido la reteneión de aquellu ~que impan- una aran eatabilidlld al dimero. 

4) Ambos~ IOft i¡p1a1nw11e aetivoll. Ello lleva a poMular que la exiltencia de una alutatión 

reduc:•.aaa tettaml5rica en S. -'-no parec:e eaaar uocillda a nift8Ull upec:to reautatorio, sino que 

puede eoclliderw como un mero aeeidente evolutivo, resultante de una naatación que fiavoreeió la 

. aareaac:ión de la proteina dimérica sin alterar ai fiuK:ión biolóaic:a- Podria aai aer considerada un 

ejemplo de mutación neutra. 

5) El e&cto apectaeular del NADPH .._la tennoeatabilidad de la 8'utatión reduetm ea atribuido 

a los aunbios en la estructura del aolvente en el sitio de fijación del nucleótido, eomo resultlldo de 

Ja unión de dicho sustrato. Sin embargo, esaa lúpótesis requiere una investi1111Ción posterior. 
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................ , • .,.._._. .. re....i &1ta1srw ...._ ..... ..,_.._,__......_ .. __ _ 
-41-. Al 4 M a.la-BCI .. __.....,._••- -. _ ... ......._ _ _,.._ .. --... __ .. _.,,_.,,....,... _____ _ 
__..ata M O<la-HCI. lrre•.-U&J' I• ... Gtla-HCl-_ ..... __ _,a ___ ....... _....__ 
._ __ ...... 1o_....11oao'1 .. 11a'81 ... •••Y-· .................. .-.-. .... 

Glutathione .......,_ (NAD(P)ff:GSSG2 oaidore­
.....,_• EC 1.6.4.2.), a -mber of t ... ftavoensirme fam­
ily (l), cata!~ t ... NADPH-depenclent nduction of 
GSSG. Thia Naetion ia .-ntial f'or the maintenance of 
a p.._r GSH/GSSG concentration ratio in cell•- Typi­
cally. the ensyme i8 a di-rlc pirotein com_.t by two 
id9ntical aubunita with a molecular mau of about 50 
kDa each (2). lt i8 in ...... u.,. to no .. that t ... di-ric 
natun of the ensyme ia -ntiaJ for ita function. be­
ca,,_ both •ubuniu contribu .. -ntial re•iduH to the 
formation ol t ... active lri .. (3, 4). TIM ensirme haa -n 
purifi.d to homop.,.ity from a variety of imourcee, both 
pn>karyotic and euluuyotic (2). Particularly important 
have been the cryatalJ-hic mtudiell carrieod out with 
human erythrocyte •lutathione reduct.a8e. b.cau.e a 
.... t amount of -h •tructural and catalytic informa­
tion haa -n obtained. T..._ •tudiea nvealeod that each 
pol~ide chain i8 conatituted by four dolDllina, rwpre­
-ntins the NADPH·bindi ... dolDllin. the FAD domain. 
t ... central dolDllin, and the mubunit interface domain 
(5). However, in 11Pite of U.. conlriderabl• amount of 
mtnact.unil and kinetic dat.a avaia.ble on •lutathione re­
cluct.a8e. no cletailed •tudy concernins ita •tructural •ta­
bility baa been perform..t. The ~bility that theae 
rour domaina have • diJFerent foldins/unfoldins behav­
ior m.a1c-s1utathione ~ an intere•tinc •Y•tem . 

lnrormation concernlns U.. behavior of •lutathione 
........,.._in the p-nce ofclenaturins-nu i811earce. 
In an -rlier •tudy dealins wlth die role of thiol poup• in 
tlN> catalytic mechanimm of,,...t •lutathione nduc-• 
Col- and Bi.ck (6) _ ... able to acbieve a total 

·~..--. '--* G41t-HCI ............... h)'drochloride: R •• 
Stoate. ndi~ c •. conceat.l'Mioll ot ........,.t at lla.lr of the tranai­
tion; DTNB. 5,S''"41itlaioWe(2-ni~ aeid). 
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expasure of the thiol groupa of this enzyme by incuba· 
tion in 6 M urea. More recently. the atability of the re­
ductase activity of the enzyme in urea aolutions was re· 
ported for gfut.athione reductaae from rabbit liver (7) 
and Phycomyces blakesleanua (8). In both cases. incu­
bation ofthe enzyme in 8 M urea during a S·min period 
has no effect on enzyme activity. lfowever. an 80% in­
hibition for rabbit fiver alutathione reductaae has 
been obaerved by incubation in 4 M Gdn-HCI. Lonser 
times of incubation in the preaence of denaturing re­
asent have not been teat.ed. Further. in no case was 
a detailed atudy of the chan•e• in both activity and 
structure waa carried out. 

Glutathione reductaae from the cyanobacterium Spir­
'"ina mazima is unu•ual in bein• conatituted by a mix· 
ture of oliSomera in reveraible equilibrium (9). The posi­
tion ofthe equilibrium i• dependent on pH. temperat.ure. 
and the concentration of inor••nic phoaphate. Thu•. by 
chanaine the pH to vafuea hi•her than 8.0. the equilib· 
rium ia totally diaplaced toward the dimer ( 10). Alterna· 
t.ively. at. pH 7.0 and concentrationa ofphoaphate hiaher 
than 0.15 M. the dimer i• removed anda new olisomer. 
preaumably an octamer, coeaiate in equilibrium with the 
tetramer (11). At neutral pH in 0.1 M potaaeium phoa· 
phate buffer. the standard .... Y condition f'or the reduc· 
i..ae. the enzyme eaiata - a dimer-tetramer miature in 
which tetramer repre9enta 88% of't.he total enzyme. 

In order to pin inai•ht into the atructural atability of 
•lutathione reductaae. a det.ailed atudy on the behavior 
of S. mea.rima enzyme toward Gdn-HCI •-carried out. 

MATERIALS AND METHODS 

R~nta. All biochemicaJ ,....nta. lncludina: mol9CuMr maaa cal­
ibr•tion proteina, -. ... obtained lroaa Sipllm CMmical Compe.ny (St . 
Louia, MO). Potauium pbo9phata mnd EDTA .... purchaMd f'rom 
Merclr de Méaico. S.A. Gdn-HCI (111~ biolasy pacle) •- of't.he 
hiaheat purity •v•ilable from Sia'ma ChemicaJ Co. A.11 re ... nta were 
u-t without further purific•üon. R.9V9..- oamoeia pulified ••ter waa 
employed in the PNPANÜon of'80lutiona. Un .... otherw1- noted. ali 
eapelimenta cte.cribed in thia worll: .. ,.. perfonn.d in 0.1 M potaaaium 
pho.phllte bull'•r at neutral pH plu. 1 IDM EDTA. Stock aolutiona of 
Gdn-HCI .,.re p...,_Nd in the above-mentioned bull'er and ita eaact 
concentration •- determined by Nfractive inde• .... _uNnwnta (12). 

Enzyme. Glutathione ~ •-puri&.c:I to homomeneity trona 
S. mo.rüna biomaaa - previoualy d9tlcribed (9). Purity of pNparationa 
•- routinely .....-et by PAGE under denaturins conditiona (13). 
Purilied alutathione reduct.ue h-.d •.., ect of 240 :t: 10 U/me. Ali ea:· 
perimenta involvina me-uNmenta of' the confonnational atal.e of S. 
ma.sirna alutathione reductaee -. ... perfonned with enzyme -mplea 
pNvioualy incubated lor 24 h in the p.,...nce of' diff'eNnt concentra· 
tiona ofGdn-HCI. 

Protein •t•,,nination.. Concentration of alutathione nducta.ee 
atocll: aolutiona -. ... ct.termined mpectrophotometrically by uaina an 
at.orption ~fficient at 274 nm of 9.47 for a 10 ma/ml enzyme aolu· 
tion(lO). 

Reducto.- a..aa,y•. The GSSG·r.dueiq activity w- ..... yed in 1 • 
mi cuvettea by followina the d9c ..... in at.otbance at 340 nm in a 
DU·70 uv-via apectrophotollleter. Ana1,y_. or the kinet.ic dmt.. w•re 
performed uains the p~ ENZFl-rrER. by R. J. Le•thert..rrow 

(El-vier Bioaoft, C.rnbridae. UK). The oaidation of 1 .,mol NADPH 
per minute •t pH 7 •nd 2S•c i• defined aa • unit of 11et.ivlty. 

Jnactiuation and ~livation ezprriwwnt•. For in.ctiv•tion eaper· 
imenta, •lutathione ~ (u.u.Jly •t 18 nM) •- incut>.ted ror 24 
h at room ternper•ture in • fin•I volurne or 1 mi of the atandard buffer 
cont..inina Gdn-HCI •t difrerent concentrationa. Alter incuhlltion, nt• 

aidual 11etivity •- deWrmined by .-cid.in• • a111all •liquot cont..inina 
both NADPH •nd GSSG. For reactiv•tion e•perimenta, the •nayme 
•- preincub.tad - above in a final volume or 30 ,.1. Alter 24 h, Gdn­
HCI •-diluted by addina 1 mi ofthe atand.-rd bull'•r and the mi•turea 
were incubated further for 24 h at room tems-rature '-foN the .... Y 
ofthe 11etivity. The Neidual. concentration ofGdn-HCI in reactiv•tion 
111i•ture. •- alw•ya unct.r 0.15 M. 

Thiol •raupa til~ion. The .. activlty ol' thioa. in S. mcuinaa al uta· 
thione ~ ... ......utwdaccol'di ... to Ellman (14). by monitor· 
iras •t 412 nm the ti-~ of' the .-.ction of t.a. prut.in (4.6 •M) 
with DTNB (310.told ••'*- over •nayme) in • ftnal volume of 700 ,.1 
of 0.1 M Trim-HCI bulhr (plf 8.0) containina 1 mM EDTA and the 
r.quiNd concentr.tion ol Gdn-HCI. The 1'98Ction •- followed in a 
Cecil 5505 ~r. An ••tinctk>n coeflicient of 14,140 M- 1 

c111-• at412 nm forDTNB (16) •-u-.d inthecaJculationa. 
Ala.a t~ e~nta. The _....tion atate ofthe enmyme, 

- ..,.u - tM p .... nce orunf'olded Matea in the p .... nce ofGdn-HCI, 
•- an•IYaed by boc.h ..a filf.nltion chrommtosraphy and aonal ultra· 
centrifusmtion. Gel ftltntion ea:perünenta .. ,.. carried out in • 20 x 1 • 
cm Sep~ryl S-:.m column previoualy equilibrated with the phoa· 
phate bud'er contaiai.._ the l9qUind concentntion ofGdn-HCI. S.m· 
plea .,.,. •lui.d al • flow rate °' 10 ml/h and the protein pl'Ofile w­
monito...t by continuoua NICIM'di ... ofthe ~ at 278 nm. Zonal 
ult1'9Cenlrifu.saüon • .,_rim9nu under iM»llinñic conditiona ._,.. per· 
fonned in &-mi U--- --=re.e deaaity ~ne. (ti-20%) previoualy 
p...-1'9d in llhe paill.-lum pholphue butler •t tbe co..,_,,,.,ndins 
Gdn-HCI molarity. E~..,..._ .. ,. Ja.y.red on top ofthe ar*Ü· 
•ntand ult.racen.....,....at 4&.0001'P9'(rcf'- - 250,00(W) at &·c. Due 
to the atn>ns ...... ........,.olva.co.i&y on Gcln-HCI concenUat.ion (18). 
the run lenath __ ...., .... t. upon thia laM. ......... ter. At. 3.& M Gdn-
HCI. the .... imwa ODllllRltndion ot •nat.uri ... .,._nt ·~ by 
..timenUtioft, a run ....... h of' 2ti h •- ..-d. EnaYme .....,._. uMd 
for both .. l lfllt.ration aacl ...._nU&lon eaperimeaU .... p-.viou91y 
PNincut.ted in die ,.._,...,. oC Gdn-HCI at the m.i...t concentr.· 
tion. ProUina ol ..U kllDWll R. and MdiMen&ation coefticienta -.,. .__._ ........... 

FluoreawllCW' ..._...,...,....11.&a. Fluonecence a.-uNmenta were 
mtNle uaína: an Aainco SP .. ·liOO ..,.ct.l'Dlluorometer. The ••citaüon 
wavele,..ih •- 211D IUaO thia choice•- 1..-d in t.he lact that. trypto~ 
phan ...W..- ... t.he ..;ar eoat.ributon to ftuore.cence ap9C&rum 
(17). EmiMioa ~ ..,,.. recoftl9d bet--n 300 and 460 nm. 

Circ,,,.,,. ditt:lsroill-.. Cin:ular dichroiam (cdJ .__uNmenta were 
m*'9 in the far uv ~aJ..coJ·600~r. Reaultaare ••P...._. aa NSidue ellipticitiea. calculated accordina to Schmid ( 17). 
A a..n ...-,. _.,Wltt. of 107.&. calculated f'rona the amino acid com· 
po.ition oft.he •~ (9) waa ~in the calcula.tiona. Data obt.ained 
from cd eaperimenta ._,.. u.ed Cor ..conct.ry 11uuctuN p.-.diction ac­
cordiq to Hen...-yand.lohft.on (19). 

llESULTS 

Enzynae activUy. lncuh.tion oC •lutat:hione reduc­
talle in the p,....nce of' increaains concentrationa of 
Gdn-HCI nsulted in• rrradu .. la.a ofita catalytic activ­
ity. However. t.wo resiona could be detected (Fiar. 1). Be­
tween O •nd 3 M Gdn-HCI. t:he in.ctivation waa Creely 
reveraible. ancl dilut:ion oC the denaturant led to the f\111 
recovery ol act.ivit:y. Hisher concentrationa of Gdn-HCI 
reaulted in a paduaJ and irreveraible inactivation of the 
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.. IG. A. Tran•ition curve• or S. mcui1na alutathione rectucta• in­
cluatcl by Gdn-HCI. Reaidual ectivlty (0). and S19rcen._,. of enayme 
,.9Ctivation (e) _..,. dmt.ermined - deecribed unct.r Material• and 
Methoda. F..c:h point npre•nt.a the aver ... or five independent de­
tenninmtiona. In ho&h c ... •. the final conc.ntration ofth••nzyme was 
18nM. 

enayme. The c .. vah.ae• for the reveraible and irreveraible 
inactivationa were 0.4 and 3.5 M, respectively. A Kinetic 
analyaia ofthe effect of0.4 M Gdn-HCl w- performed. 
Gdn-HCI behaved aa a miaed-type inhibitor, incre .. in1r 
K. ror both NADPH and GSSG, and decreaains V m (Ta­
ble IJ. On the other hand, incubation ofthe enzyme dur­
ins 12 h in the preaence of 2.5 M Gdn-HCI, followed by 
dilution andan additional 12-h recovery period, reault.ed 
in a •lisht increaae in K. valuea for both aubatrates, al­
thouch theM valuea were not •isnificantly different from 
dloee of tbe native enayme. 

In order to s•in in•isht into the poaaible mechaniem 
involved in the irreveraible inactivation. the effect of 
protein concentration on the •bility of the enzyme to re­
cover ita activity ., ...... yed. Protein -mple• (between 
1 and 40 nM) were preincubated in the preaence of 5 M 
Gcln-HCl for 10 min. Then. reductaae activity waa mea­
aund by dilution of the denaturina reaarent with 1 mi 
oC bufl'er containins both NADPH and GSSG. Resulta 

TA8LE 1 

Kinetic Parametera ar Enzyme S•mplea Determined 
under Native Conditiona. at 0.4 M Gdn-HCI. 

and Reactivat.ed from 2.5 M Gdn-HCI 

K-(GSSGJ K-INADPHJ 
Enzyme (,.M) (_.M) V,.(%) 

Nativ• 115 ±JO 15% 3 100" 
+0.4 M Gdn-HCI 948±70 67± JO 45±6 
R.act.ivated f'rom 2.5 M 

Gdn-HCI 151 ± 9 28± • 105±8 

• &p.cific act.ivity of' native enzynw •- t.a.ken •• 100%. 

TIME (m1nJ 

.. IG. a. Time courae of the re.ction of •lui.thione htducta- with 
DTND at diWeNnt concentrationa or Gdn-HCI. Numbera at risht of 
the curve• repre•nt the molar concentration of Gdn-HCI u-.1 for the 
titration ••peri menta. All curve• we.re ohteined under J)9eUdo-firat-or­
der conditiona by uain• a 310-molar e•ce- of DTNB over ensyme. 
Oth9r conditiona went - de.crit.d under M•terial• •nd Methoda.. 

revealed that the percentase of reactivation waa inde­
pendent of the protein concentration (data not ahown). 
thue ausgeatin&' that the irrevenible inactivation waa 
not dueto anresation ofthe unfolded enzyme. Attempts 
to achieve a hisher desree of reactivation of the dena­
tured enzyme in the preaence of the proathetic •roup 
FAD (Up to 50-fold molar exceas) were unaucceasful. 

Thiol 11roupa titration. lt has been reported that na­
tive slutathione reductaae from Spirulina ap. contains 
two free sulfhydryl groups per monomer. one of which is 
unaccessible to DTNB while the other one is only par­
tially expoaed (19). This reault waa confirmed by u• in 
the present work for the S. ma.xima enzyme. By varyin• 
the concentration ofGdn-HCI in the reaction mixture. a 
different behavior for the two thiol aroupa waa obaerved 
(Fis. 2). In 1 M Gdn-HCI, the condition at which the 
enzyme waa 95% reveraibly inactivated, the partially ac­
ce-ible thiol ¡¡roup became fully exposed. •• revealed by 
ita increase in reactivity toward DTNB. Kinetic analyais 
revealed a monophaaic procesa. thua diecardin• the re­
action ofthe buried thiol l(l'Oup with DTNB under theae 
conditiona; further, the total amount of aulfbydryl 
sroupa titrable in 1 M Gdn-HCI waa not sreater than one 
per monomer. Between 1 and 4.5 M Gdn-HCJ. a l(l'adual 
expoaure ofthe itecond thiol sroup ofthe enzyme aubunit 
waa obaerved; but at concentrationa of Gdn-HCI hi&'her 
than ... 5 M, a lar1rer increase in reactivity toward DTNB 
waa obaerved. augsesting that the fully unfolded atate of 
the enzyme waa reached. The aame resulta were obtained 
when the enzyme waa previoualy incubated during 24 h 
at the correaponding concentration of Gdn-HCI before 
titrationa were carried out. 

lntrinsic fluoreacence. The conformational transi­
tiona of S. ma.xima glutathione reductaae in the preaence 
ofGdn-HCl were also monitored by followina the varia-
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300 
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~ 

Gdn-HCI (M) 

WAVELENGTH (nm) 

FIG. 3. Fluore9Cence emi-ion •pectra of alutathione reducta- un­
der ruative condidon• and in the pn-nce of ditferent concentration• 
oíGdn-HCI. Spectra under all condition• were recorded after incuba­
tion oíthe enzyrne (46 ,.IS/mi> íor 24 h under nat.ive or in the pre-nce 
oC Gdn-HCI. The fluoreacence of the native enzyrne at 325 nm w­
i.ken •• 100%. Numbera above the curve• rerer to the concentration 
oí Gdn-HCI at which enayme w .. preincubated. Un-t) Relativ• 
ch•naea in the intenaity or ftuore11eence emiaaion at 354 nm ••a Cunc­
tion oCGdn-HCI mol•rity. 

t.ion in bot.h int.enait.y and wavelenath of the maximum 
fluore.cence emiuion. Native enzyme waa characterized 
by a fluore11eence emi-ion apectrum with a maximum at. 
325 nm (Fis. 3). The addition of Gdn-HCI cauaed a red 
ahift. of the apectrum, with a max.imum diaplacement at. 
5 M Gdn-HCI, where the wavelensth of the max.imum 
ftuoreecence emi-ion w- located at 35<&. lt i• int.ereatina 
to note t.hat in the ranse of concentrationa at. which 
Gdn-HCI cau.ed the revenible inactivation oC the en­
zyme. no aisnificant. chanp in the fluoreacence apectrum 
_. .. obeerved. other than a aliaht increaae in the inten­
•ity of ftuoreacence emi-ion. 

Circular dichroiam. In order to determine iC the re­
venible inactivation oC8lutathione reductaae at low con­
centrationa of Gdn-HCI waa concomitant with chanse• 
in aecondary atructure content, a detailed atudy of the 
ellipticity oC the enzyme under auch conditiona w- per­
Cormed. Fisure 4 ahowa the cd apectra of alutathione re­
ductaae in the far-ultraviolet rel(ion under native condi­
t.ion• and in the pre-nce oC difl'erent concentrations oC 
Gdn-HCI. lt ia evident that no detectable chanp oc­
curred between O and 1.5 M Gdn-HCI- However. dena­
turation of the enzyme between 3 and 4 M Gdn-HCI waa 
accompanied by a loaa of ellipticity. The inaet of Fi•· 4 
show. the variation in ellipticity valuea at 220 nm aa a 
function oC Gdn-HCI concentration. The ranp of Gdn­
HCI concentration• at which the lo- of elJipticity took 
place waa in qreement with the reault.a obtained from 
both reduct.aae activity and fluoreacence me-urementa. 
From the cd data. a pred.iction of t.he aecondary atructure 
cont.ent of native enzyme. a• well aa in the preaence of 1 
and 3 M Gdn-HCI w- carried out. For these three con-

ditiona. a 23 :t: O. 7% of helicoidal content and 24 ± 3% ~­
aheet content was f'ound. The cd apectrum for the ••re­
folded .. enzyme ahowed an ellipticity at 220 •isnificantly 
hisher aa campa.red with that of the denatured enzyme. 

Hydrodynamic behouior. M ... -tranaport experi­
menta of S. mcu:ima slutathio- red- under both 
native conditiona and in the p ..... nce of difl'erent con­
centrationa of Gdn-HCI -re performed (Fis. 5). At 1 M 
Gdn-HCI. both Stokea radil and .edimentation coefli­
cienta of the enzy111e were -ntially the -me .. com­
pared with the corN91JOndins valuea obtained in the ab­
-nce of Gdn-HCI. At 3 M Gdn-HCI. the maaimum con­
centration of denaturant at which enayme .ctivity ia 
fully rec:overed, a •lisht incre- in R. of both dimer and 
tetramer w- obaerved. Baaed. in the protein profilea ob­
tained from pi filtration experimenta, no chanp in t.he 
relative proportiona of diiner and t:etramer •- detected 
up to 3 M Gdn-HCI. However, at 3.5 M Gdn-HCI, con­
cent.ration at which a 60% of t.he ineveraible ift8Ctiva­
tion waa re.ched, a ai ... le protein peak •- ot..rved. 
with a R. of 5.0 nm (Fis. 5b). Takins into account the 
Stoke• radiu• of lboa.h diiner and tetramer in ita. ,..tive 
form. aa -11 aa the c....._ in ...,.,nc1ary atructure de­
tected by circular dichroiam. thi• intarmediary waa aa­
•i-ed to a partially unfolded dimer. s.dimentation be­
havior of ensyme at 3.S M Gdn-HCI waa aleo conm.tent. 
wit.h a dimeric particle. 

The moat •i-ificant chanse in hydrodynamic behav­
ior waa detected after completion of the irrwvenible 
tranaition. Thua, at 4 M Gdn-HCI a trimodal pattern 
waa oa-rved. with Stokea r..til of 5, 6.2, and 8.6 nm (Fis. 
5c). Althoush in principie thaae valuea coukl IWPIW-nt 
the coesiatence of tluwe molecular apeci ... wa muat take 

\l\U!WELENGTH (nm) 

FIG. •· Far uv cil'CUlar dichl'DU.m ..-ctr. of alutathione reductaae. 
Befare apectra wer. ~ the ensyme ( 150 ,..¡mi)•- incuNted 
in the a1-nce or in tbe .,--nce of' Gd.n-HCI at dift'•Nnt concentra­
Uone. Numben on the curve. Nfer to th9 ~ntntion of'•SMlturins 
-.-nt.. Only ..-ctra at 3. 3.7. and 5 M Gdn-HCI aN includ9d Cor 
clarity. Un•t) Tranaition cu..ve of S. 11MUi'"8 •lutathione ............ 
- me-u...t by cha,.... in •llipticit.y at 220 nm. 
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STOKES RAOIUS (nm) 

.. IG. &. Elulion patt.ern~ of S. nuuríma 1&:lutat.hione reducia.e at. 
ditrerent concent.rat.iona or Gdn-HCI. Protein ~mple• f200 ,.. in 200 
,..n were chromato•raphed on a S-aoo aephacryl column a• de.cribed 
under Material• and MethodA. Protein waa monitored by ita ahM>r­
hlince at 276 nm. Conditiona were aa followa: (AJ native. fBJ 3.5 M 
Gdn-HCI. CCJ 4 M Gdn-HCI. fDJ 5 M Gdn-HCI. 

into account alt.ernative hypotheaes, i.e., an iaomerizins 
ayatem between two conformers of identical molecular 
maaa (20) oran equilibrium between two olisomera (21). 
In both caaea, the middle zone of t.he protein profile ap­
pears •• the reault of a relatively alow interconversion 
proce--

ln order to evaluate the hypotheaia on the existence of 
a reaction zone the followina experiment. was performed: 
a protein -mple waa incubated. and chromat.oaraphed in 
the preaence of 4 M Gdn-HCl; then. fract.ions repreeent.­
ina the leadins and t.railina zones were pooled aepa­
rately. concentrated up to the orisinal volume and re­
chromat.oaraphed after a 12-h incubat.ion period. The re­
aultant protein profiles were. in bot.h cases. very aimilar 
to t.he ori&inal one. thua diacardina the exiatence of in­
dependent. apecies. On t.he other hand. t.he chromat.o­
araphic profile of an enzyme aample preincubat.ed at. 4.5 
M Gdn-HCl ahowed a notable increase in t.he relative 
abundance of t.he t.railina zone. concomit.ant with a dirn­
inut.ion in the abundance of t.he leading zone (data not. 
ahown). Hence. t.he moat. plauaible explanation of the ex­
perimental data at 4 1\-t Gdn-HCI is the existence of an 
aaaociat.ion-d.iaaociation react.ion. in which denat.ured 
atatea of monorner <R.= 5 nm) and dimer <R.= 8.6 nm) 
are involved. 

At. 5 M Gdn-HCl. the enzyme behaved as a single pro­
tein peak whoae Stokes radius waa estimated as 6.8 nm 

(Fig. 5d). This value did not change in the presence of 7 
mM '1-mercaptoet.hanol. Based on the experimental 
data. and hy using the known relationship bet.ween in­
trinsic viscosity and Stokes radius (22), the intrinsic vis­
cosity for t.his form of t.he enzyme was calculated as 41.3 
mi/a (this value was ohtained by assuming enzyme exist 
as a monomer under this condition. an assumption con­
firmed by cross-linking experimenta). 

In Table 11 a surnmary of the physicochemical proper­
t.ies of the native. the reversibly inhibited int.errnediate. 
and the fully unfolded state of S. maJtima glut.athione 
reductase is given. 

DISCUSSION 

Gdn-HCI has become one of the most preferred dena­
t.uring compounds in the folding/unfoldins studiea on 
prot.eins. lt.s sreat denaturina: ability aUowa t.he obt.en­
tion of fully denatured prot.eins (22); however, the con­
centration at which the native-denatured tranaition is 
obaerved dependa on a number of factora such as pH (23. 
24), t.emperature (25, 26). and int.rinaic factora of the 
protein auch as the len¡rt.h of the polypept.ide chain and 
t.he hydrophobic nature ofita lateral chains (27). In the 
case of olisomeric proteína, the interact.ion between sub­
unita constit.utes an addit.ional factor that inftuencea the 
behavior of proteína toward denaturina reapnt.s (28). 

The preaent resulta wit.h S. maJtima slutat.hione re­
ductaae ausgeat that in t.he native-denatured t.ranait.ion. 
an int.errnediate &tate which is able to be reactivated is 
involved. However, the nature of t.he latter doea not 
differ areatly from the native atructure. As waa men­
t.ioned. in the introduction. t.he oligomeric nat.ure of alu­
t.at.hione reduct.aae ia a prerequiaite for ita funct.ion; 
hence, t.he poaaibilit.y t.hat. t.he reversible inact.ivat.ion 
waa due to disaociation of the tet.rameric enzyme into 
monomera aeema plausible. However, pi filtration ex­
perimenta revealed that. t.his inact.ivation waa not. due to 
diaaociation of the enzyrne. As resarda conforrnational 
chanps, t.he evidence obt.ained frorn bot.h CD and ftuo­
reacence emmiaion experimenta did not. reveal groas at­
t:erat.ions in enzyme struct.ure in the aame Gdn-HCl con­
cent.ration range where S. maxima stutathione reduct.aae 
ia reveraibly inactivated. However. a clear conforma­
tional difference between the native enzyme and t.he re­
veraibly inact.ivat.ed int.ermediate waa auspated by thiol 
t.it.rat.ion exper1ments. Thua, in 1 M Gdn-HCl, concen­
t.ration at which 95% of reversible inhibition waa 
achieved. the reactivity ofthe partially expoaed thiol was 
aipificantly increaaed as compared to ita reactivit.y in 
t.he native enzyme (Fig. 2). 

Although t.he posaibility for the existence of an ex­
pandable intermediate <rnolten globule atate) in the un­
folding pathway of S. maxima glutathione reductaae at 
low Gdn-HCl concentrations seems tempting from the 
reaults obtained with DTNB, experimenta performed 
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TA8LIE 11 

Phy•icochemical Propertiea oC Native. Reveraibly lnhibited. and I>enatured State• oC S. mcuima Glutathione Reducta.e 

Aa .. s•tion Molecular 
Enzytne ..... m._(kDa) 

Native DillM!r-Tetr•tner 98and 192" 
twvenibly inhibitec:I 

interinediate Diiner-Tetratner 96and 192 
Denatured Monomer 48 

• Calculatec:l 1teeordins to the equation hJ - (2.5 N/M.)(4/3 • R-:>. 
• Vahae• for dimer and tetrarner. reapectiveJy • 
.. O.termined at 3 M Gdn-HCI. 

with the hydrophobic fluorescence probe ANS to prove 
thia hypotheaia were unaucceaaful. A third poaaibility to 
explain the revenible inactivation of the enzyme aa­
aumea minor conformat.ional ch•nses near the active 
aite. lt is well known that the active aite of enzymes are 
located in resions of t.he protein structure characterized 
by a hish flex.ibility (29). Thi• Ceature rendera theae re- · 
siona more aenaible to perturbins •Renta. auch aa Gdn­
HCI. A number of enzymea are known in which the 
folded/unfolded tranaition ia preceded by the losa of en­
zyme activit.y; theae include creatine kinaae (30). •luta­
thione tranaCeraae (31). and fumar•ae (32). 

Taken •• • whole. atructural meaaurementa of S. l110%­

irna •lutathione reductaae up to 3 M Gdn-HCl •re con­
aiatent with t:.he ••i•tence of an undiaaociated protein 
molecule in which • local repon of the etructure aaeumea 
t:.he conform•tion of an ••tended intermediate (33); ter­
ti•l'Y interact:iona in thia NKion are perturbed. while aec­
ondary atruct:.urea are retained. lt: is intereatins to note 
t:.he ....,.t atability of thia intermediary •tate. In apite oC 
a Ion• incubat:ion t:ime (24 h) at moderate Gdn-HCI con­
cent:.rationa (up to 3 M), ita ability for a total recovery oC 
enzyme activit:.y is fully retained. 

Bet.ween 3 and 4 M Gdn-HCI S. naa.xirna Rlutathione 
reductaee ia irreveraibly inactivated. and thia inactiva­
tion ia overl•pped with bot:h ch•nse• in quaternary 
atructure and sro- chanpa in conformation. Thue, the 
irreveraible loaa of enzyme activity ia concomitant with: 
(•) diaaociation of tetramer into dimen and then into 
monomera. (b) the lo- of aecondary atructure. and (e) 
chanpa in the environment in which aromatic reeidues 
are located. lntereatinKly, diaaociation of enzyme into 
monomen aeema to be a late event in the unfoldinK path· 
way. A complete unfoldin• ofenzyme in 5 M Gdn-HCI is 
aupported by t.he fact t.hat Stokes radius haa the aame 
value both in t:.he preaence or in the abeence of a disulfide 
reducins reasent. Further. the int.rineic viecoaity of the 
unfolded enzyme ia in accordance with a random coil of 
molecular maaa 48 kOa (34). 

In order to obtain an quant.itative eatirnation about 
the cooperativity of the unfoldin• proceas. data from cd 

Stoll•• lntriaic"" 
rediua vmco.Jty "- 'º' (nm) (cmªs- 1> (nm) (descmsc1mo1- 1 ) 

4.l and5.3" ... 53 325 -8738 

4.5and5.8 .. nd 325-334 -87311 to -8950 
6.8 41.3 3"" --

experimenta were u8ed to calculate t.he apparent equilib­
rium conatant <K .... > of the unfoldins reaction t1eeonlins 
to Pace (35). The valuea of' K- thua obtained - .. then 
uaed to characterize the traD11ition baaed on t.he empiri­
cal equation 

K-=C(DJ", 

where C representa a conatant chariacteriatic oC the pro­
tein-denaturant ayatem. (D) ia the concent:r•tion of the 
denaturant. and n, definina the apparent order of t.he 
tranaition. is a meaaure oC the desree of cooperativity 
(36). A value of 7.3 waa obtained f'rom ••-rimental 
data, .revealinR a hish deirree of cooperativity between 
the protein domaina in s. ma.zimo slutathione reduct.alle. 
•uch that the poly¡wptide chain _..ntly behav- aa a 
ainsle cooperative unit on unfoldins. 

On the baaia of the si.ven data. • plauaible acheme for 
the denaturation path••Y of S. maz&mo •lut.thione re­
duct.a.e by Gdn-HCJ can be ...,.tulated .. 

Nq. N--..n•-n Pu. 

where N and N• •re folded forma oC the enzyme which 
are fully active and reveraibly inactivated. reapeetively; 
o• ia • diaaociated and partially unfolded fonn of en­
zyme (probably dimeric), D npre.enta the unfolded 
et.ate oC dimer, and U la the fully denatured monomer. 
From the reaulta obtained in pi filtration experimenta. 
it aeem• clear that the unColded at:.atea of dimer •nd 
monomer are in a reveraible equilibrium at. Gdn-HCI 
concentrationa of about 4 M. By increaains the concen­
tration ofthe denaturin• N-nt above 4 M. equilibrium 
ia displaced. toward denatured monomer. 

Althoush remotion of Gdn-HCI ia not enoush for the 
correct refoldins or enzYJDe into an M:t.ive conformation, 
apectroecopic me .. urement.a of the Gdn-HCl-Cree en­
zyme reveal thia ia confonnationally diatinct from the 
fully denatured enzyme. Thua, the fluoreacence emi-ion 
apectrum of an enzyme aample incubeted for 12 h in S 
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M Gdn-HCI and then exhauati"·ely dialyzed asainat the 
phoaphate buffer, ahowed an intermediate poaition be­
tween thoae of"the native and the unf"olded •tates ofen­
zyme. with a m••imum at 334 nm. 

Aa regarda the po-ible origin of irreveraibility in t.he 
unf"oldins of S. ma.xinaa slut:athione reductaae. the moat 
plausible e.xplanationa include: (•) •sareaat.ion of the 
unfolded palypeptide chaina followed by precipitation. 
(b) incorrect reaain of" the tertiary atructure due to the 
acramblins of' polypeptide chaina by thiol/diaulfide ex­
chanp. (e) unability of"the proline reaiduea in the diaor­
dered at.ructure for rea-uming ita correct confisuration. 
and (d) trappina of the protein in a metaatable interme­
diary. The firat poaaibility can be excluded becauae the 
rna--tranaPort. experimenhl revealed no additional pro­
tein peak other than that correspandins to denat:ured 
enzyme. Further. no dependence on the percentage of 
react.ivation on protein concentrat:ion w- obaerved. As 
resarda t.he second opt:ion. it. i• worth notins that. the 
addition of fJ-men:aptoethanol to reactivation miat.urea 
resulta in no sain in the reductaae act.ivity recovered. 
thua diacardins the thiol/diaulfide exchanse reactiona as 
t.he origin of t.he irreveraibilit.y in the unfoldins of S. 
maxinia slutathione reductaae. Therefore. either the 
third and/or the fourth optiona can be invoked t.o ex­
pl•in the Gdn-HCl-induced denaturation of thia reduc­
t.aee. Unfortunately. t.he preaent resulta do not allow t.he 
diacrimination between these two poaaibilities. Re­
cently. a plausible hypothesia intended to explain the ir­
reveraibility observed under in vitro conditiona Cor many 
multidomain proteina has been au1rgeated (37). The 
model •-umea t.hat the in vivo rate of ayntheaia of a pro­
tein ia under control of .. tranalational pauses.•• auch that 
the ayntheaia of detined portiona of their polypept:ide 
chaina (i.e .• domaina) ia aeparated temporally. thua al­
lowing the folding of the newly naacent polypeptide re­
gion. Such tranalational pauaea are determined by the 
preaence of conaecutive '"rare •• codona along measenaer 
RNA. lf thia is the caae Cor slutathione reductaae, then 
it becomes cliear that ita primary atructure doea not con­
tain ali the information needed for the unColded poly­
peptide chain to Cold correctly in vitro. 
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THERMAL DENATURATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE FROM 
CY ANOBACTERIUM Spirulina maxima 

Anuro Rojo-Dominsuez § .• Andrés Hemández-Arana §, Guillermo Mendoza-Hemández :t. ancl 
Juan L. Rendón :t' 

:ll>epanamento de Bioquimica. Facultad de Medicina,. Universidad Nacional Autónoma de 
México. Apartado Postal 70-159. 045 IO México, D.F .• México 

§Departmnento de Química. Universidad Autónoma Metropolitana-lztapalapa. 
Apartado Postal 55-534. 09340 México, D.F., México. 

SUMMARY 

The thermal unfoldina of aJutathione reductase (NAD[P]H:GSSG oxidoreductase EC 
1.6.4.2.) ftom C)'llllObalc:terium Spirw/ina -ima was monitored by diff'erential scannins calorimetry 
and circular dichroism at neutral pff. Covalent cross-linkina of enzyme al difterent temperatures 
revealed dimer as the species undersoina the thermal transition. A sinale endotherm was observed • 
but ita thermodynamic parameters showed dependence on the sc:an rate. In the transition zone, 
~ ofthe diJMric: specics was observed. Analysis ofthe enzyme heated at ao<>c revealed that 
the resultant species retained a hish content of seconduy structure. The addition of low 
concentrations of"panidinium hydrochloride resulted in a fiill cooperative thennal transition. A model 
in which the dimeric protein undergoes a panial unfoldina in a kinetically controlled tluhion is 
proposed. such that the experimental value of Allq, resulta from the simultaneous occurrence of 
endothermic and exothermic events. 

Key words: alutathione reductase, thermal denaturation. differential scannins calorimetry 

INTRODUCTION. 

Thc ftavoenzymc aJulathione reductase (NAD[P]H:GSSG oxidoreductase EC 1.6.4.2.) plays 

an important role in cell metabolism by mantainins a hish GSWGSSG ratio [ 1]. This enzyme is a 

dimeric protein membcr of"the disultide oxidoreductase farnily (2), and its presence in a variety of 

orsaniams. from bacteria to manunals, has becn demonstrated [I]. The availability ofglutathione 

.. -·:.- ~~ ·. .-_ . 

1 To whom correspondence should be addressed 
• Abbreviations used: Cidn-HCI. Guanidine hydrochloride; DSC, Diff'erential scanning 

calorimetry; CD. Circular dichroism; AH..,. Molar calorimetric enthalpy change. 
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reductase crystals. &om both human erythrocytes (3) and Escherichia coli cclls (4), amcnable to 

c:rystaJlosraph analysis. has madc possible thc knowledge of thc thrcc-dirncnsional lltructure of this 

cnzyme to a hish rcsolution (S). Howcver, in spite ofthc considerable structural dctail at which thc 

cnzyme is known. no spccific lltUdy conc:cmins its thennal stability is available. Some isolatcd reporta 

indicate that this enzymc shows a relatively high thcrmostability. Thus, glutathione reductasc &om 

ll10U9C liver retains fi.dl activity at 7S°C for 10 min (6), while thc enzymc from pea chloroplUts is able 

to stand at 6S'?C für up to 30 min without apparent loss ofreductase activity (7). On thc othcr hand, 

glutathionc reductase from Phycomyces bla/ceslea11us shows a sligthly lower thcrrnolltability. bcins 
inactivated at temperatures above SSºC (8). 

As reprdS to glutathionc reductase isolated &om cyanobactcrium Spindina ,_;ma, prcvious 

work has shown that thc purificd enzyme is characterized by being a mixture of dímera and tetramcrs 

imcrconvcrtcd in a slow cquilibrium (9-11 ). At room temperature and neutral pH tetramcr rcpresents 

thc more abundant species [ 10.11]. In order to gain insight into thc thcrmal lltability of alutathionc 

reductase. we repon the structural thermostability of glutathionc rcductase isolated from 

cyanobacterium S. maxima. 

MATERIALS AND METHODS. 

Re••••ts. Ali biochemical reagents, including molecular mass markers used in thc electrophoretic 
cxpcrimcnts, werc obtained from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Potaasium phosphate. 
EDT A and glutaraldehyde were purchased ftom Merck de México. S.A. Ali rcagents were used 
without fi.arthcr purification. Reverse osmosis purified water was used throughout. 
Enz)'me. Homogcneous glutathione reductase, as revcaled by SDS-PAGE, was obtained ftom S. 
lllalcima biomass by a procedure prcviously dccribed (9). Enzyme obtained ftom thc last purification 
step was exhaustively dialyz.ed asainst 0.1 M potassium phoaphate bufFer (pH 7.0) containing 1 mM 
·EDTA Dialyzate ftom thc last change of bufl"er was used as a blank in thc determination ofbase linea 
in both calorimctric and CD • experiments. 
l'rvtela dete .... laation. Concentration of purified glutathione reductase was determined by its 
absorbance at 274 nm, using an absorption coefficient of9.47 for a 10 mg/ml solution (10). 
Covaleat cron-Hakin .. Thc protocol described by Jaenicke et al, (12], with minor modifications, 
was followed to determine the aggregation state ofenzyme as a fimction oftemperature. Enzyme 
aliquots (SO µg protein each in 3SO µI standard buffer) were incubated in a water bath and heated at 
arate ofabout 1 degree/min. At selected temperatures, a 20 µI aliquot of2S % glutaraldehyde was 
added and the cross-linking reaction was allowed to continue for 1 min. Then. samples were 
processed as described (12). Cross-linked samples were re-dissolved in a minimal volume of l.S M 
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Tris-HCI bufl'er (pH 8.8) containing 1% SOS and SO mM DTE. boiled for 2 min. and analyzed by 
SDS-PAGE in 4-20-/e acrylamide gradient slab gels using the Tris-glycine buft"er system according 
to Laemmli (13). Staining and destaining ofgels were performed by conventional procedures. 
Dlfrere•tlal aca••lna c•lori•etey. Calorimetric endotherms were obtained in a MicroCal MC-2 
inatrument (MicroCal lnc .• Nonhampton, MA). Protein dialyzed samples were degassed under 
\lllCUUlll for 1 S min befare beins loaded into the calorimeter cells. Ali measurements were conducted 
under • nitroaen atmosphere ata total pressure of2.2. kg/cm2 and scanning rates between O.S and 
l .S K/min. Bufl'er-buff'er base lines were recorded under the same conditions and substracted from 
aample curves to yield the excess heat capacity endotherms. DA-2 and Origin software packages 
~) were used for automatic data collection and analysis. including base line substraction and 
determination of denaturation enthalpiea. 
Clrallltr didl.....,_ apect.-apy. Flll"-UV-CD spectra. as well as changes in ellipticity as a function 
ofternpe111lU1C. were obtained in a lasco J-SOOA spectropolarimeter. This instrument was equipped 
with a water-jacketed cell holder and a Haake NK-22 circulating bath for temperature control. In 
thamal titration experiments. the actual temperature inside the cell was continuously measured with 
a thennistor probe. The thennal denaturation of glutathione reductase was monitored by the ellipticity 
change •t a fixed wavelenath (218 nm) as a function of temperature. This latter parameter was 
continuoualy varied at a selected constant rate of 1 degree/min by carefully adjusting the heating 
control ofthe water bath. 

RESULTS. 

Figure 1 shows the calorimetric profiles of S. maxima glutathione reductase at various 

acanning rates. Although a single unimodal peak was observed. its non-symmetrical character is 

clearly evident. The reversibility ofthe transition was tested by reheating a denatured sample after its 

cooling and incubation at room temperature. As expected for a complex protein. no reversibility was 

found. Fig. 1 also shows that the temperature corresponding to the maximum heat capacity is highly 

dependent on the scannins rate. which suggest that the denaturation process of glutathione reductase 

is kinetically controlled dueto the presence ofirreversible steps [14]. In this case each calorimetric 

trace permita to obtain the rate constant (k) of the irreversible step at any given temperature as 

described by Sánchez-Rulz et al [ 1 S]. We found excellent agreement between the values of k(T) 

obtained from the traces at the four dift'erent scanning rates. Funhermore. from the corresponding 

Arrhcnius plot. the energy ofactivation (E) ofthe process. was estimated as 411 U/mol (figure 2). 

In order to evaluate the 4.U... associated with the thennal unfolding of S. maxima glutathione 

reductase, it was necessary to elucidate the oligomeric state ofthe species involved in the thermal 

transition. A cornbination ofcovalent cross-linking. followed by PAGE under denaturing conditions. 

was used to accomplish this point. As shown in Figure Ja. heating ofthe enzyme samples results in 

- 65 -



a grlldwll clipociafion ofthe tetramer, such that above 60"C the dimcr remaina aa the only oliaomaic 

speQes; hence. calorimetric data were fitted considerins a dimeric procein with a molecular mua of' 

96 000 (9). Funher. in the tempentture nanae in which the thermal tranaition takes place (Fia. 3b). 

no evidence f"or a monomeric intennediate wu obtained; inatead. heatina of the dimmic enzyme 

-'ts in its ..,...iion. In dU-. when the calorimctric ~ were pedonnod at dift"crent 

pn>&ein concentrationa. no conaiatent tendeney wu obMrVecl (data noc llhown). __...ina that the 

diuoc:Mtion ofpatathione reductue did noc oc;cur durill8 the thermal tranaition. Fiaure 4 llhowa that 

AH dependa on the acannina rate, approachina a maximal vaJue at hiah '-'ina velocitiea. We 

eatimated the value ofthe enthalpy chanae at infinite acann.ina rate ftom a ploc of 4ff... venus l/v 

[ 16). The iNet ofFil¡. 4 ahowa a aood correlation for the data CXJrrC9pOlldilta to the thennal tranaition 

ofalutathione recluc:taae. The extrapolatecl AH... waa 1.807 M.J moa-• .WIMR thia .-ximal value ia 

expreued in. per aram baaia. the calcuJated enthalpy chan8e (4h=I&.• J 1f1) ia far below - tho1e 

reponed far poteina in which a fidl unfolclina tranaition ia known ( 17). Thua. the pouibility tbat the 

obtained calorimetric peak waa the rnult of"a partial unfoldina of" S. -'-alutathione nductue 

_...to be &aaible. 

The verifk:ation that the i-t-inducecl unt"olcfina of S. -'-aJu••IMcww reductue ia a partiaJ 

one, waa obtainecl by perfonnina a thermal denaturation curve, either in the llbaaace or in the 

preaence of" a non-denaturina c:oncentration of" Gdn-HCI. The choice of the latter wu buod on a 

previoua wodt [18). in which it wu demonatrated that no miVor conf"~ chimae occured up 

to 2.8 M Gdn-HCI. Aa ahown in Fiaure s. the thermal titration curve oblainecl in the llb-.ce of any 

clenaturina compound rewsala a 8flldulll decraae in dlipticity up to llbout 77°C. wt.re 1111 ürupt halt 

- ~; by contnlal, a fUU c:oopcrative tnlnSition wu developed whm the enzyme wnplea were 

hmtecl in the 111-ice ofOdn-HCI. Similar resulta were obtained with Gdn-CJ concentrationa below 

2. a M. The residual content or aecondaly atructurea in heated aamplea of S. -'-aJutathione 

reductaae, u revealed by ita f"ar-UV CD spectrum (inaet of' Fig. S). clearly ahowa a aianificant 

percentqe of"the ellipticity sianaJ when heating was carried out in the al>HnCe ofGdn-HCI. The9e 

reaiJta fiuthcr auppon that the thennllJ unf'olding of' S. -¡- alutathione recluctaae ia a partial one. 
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DISCUSSJON 

AJt'-'ah ose .... becn applied to a number of oligomeric proteins. the presence of subunits 

and dolnaina in these comple"' macromolecules are factors that complicate the interpretation of 

Cllloiánebic uaces [ 19). In lhis seme. lhe thermal deaaturation of oligomeric: proteins is characterized 

by beina an irrevenible process. thus excluding the utilization of the equilibrium thermodynamic 

f"onnaliun in the analysis of data. 

'l1le .-.Ita reponed in the present work are concemed with the heat stability of glutathione 

redeK:tW &om S. -'-. AJt1-lah at room temperature and neutral pH tetramer stands as the more 

llbundant oJiaon-ic species of S. -;- glutathione reductase [ 1 o. 1 1 J. the results obtained in the 

~ ~ reveals that lhe aradual heating of the enzyme resulta in dissociation of"the tetrameric 

species. such that above 60"'C. the dimer representa lhe major frac:tion of protein. Several 

e>Cperimental &c:ts stron¡sly sugest that the thermal transition is a partial one. First, the ma¡¡nitude 

of" the total AU... is f"ar below u those values reponed for proteina that undergo a filll thermal 

clenaturation [ 17). Second, the retention of a significant perc:entaae of secondary structure in the 

h-tecl enzyme, u revealed by its fllr-uv CD spectrum. The persistenc:e of" a sisnificant degree of" 

residual structure in heat-dcnatured protcins has been reponed for both monomeric and oli&omeric: 

proteina (20,21). Third, lhe observation ofa füll cooperative transition when thermal denaturation 

is peñormed in the presence of"Gdn·HCI. The eft"ec:t ofthis compound on the thermal transition of" 

ahatathione reductue can be e>Cplained by assumina stabilization ofthe partially unfolded spec:ies, 

thus avoicfina ita -agreption. 

As reprds the calorimetric transition, the dcpendenc:e of Tm on the scanning rate strongly 

sugests that a kinetic procesa controla the thermal transition. This phenomenon has a broad 

occ:uRence in complex proteína (22,23 J. Sinchez-Rulz has demonstrated that, for these complex 

cases. the relative abundance of the native, unfolded and. final spec:ies at the end of" the thermal 

transition is dependent on the scanning rate (24). In the particular case of S. -ima aJutathione 

reduc:tue. lhe combined cxperlments of c:ovalent c:ross-linking on heating, followed by PAGE revcals 

that the kinetic proc:en responsible for the iReversibility must be adscribed to the conc:omitant 

iRevenible agreaation of the partially unfolded polypeptide chains. Since this aqrcgation is 

expected to be an exothermic proc:ess, the dependenc:e of the AU... on the scanning rate is thus 
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explained. The dependelx:e of Tm on the 8CIUllling rate. as weU as the behavior of .t(T) and E obtained 

fi'Oln the calorimcCric traces ofthe thermal denaturation of S. _,_ alutathione reduetaae. 8UUesl 

that thia proc:cu miaht be expa.ined by a limple two-•ate irrevenible meehmúun. N_....._._ .uc:h 

~ rwquira a comblnl value fur AH.. inapoclive ofthe Kannins rate; thu .. a more complex 

meehaniun .i-.kt be propoaed: 

-- Ir, -- Ir_, 

Dn 

Dn' 

wlwe l\.f.o and M 2 aand fur native telnlnW and dimer. rwpectively. U 2 repns...C. a putúlHy unfblded 

1tate of'che dimeric apecia and Dn plus Dn' are dift"erent ..,-eaated forma. As Me>wn. diuociatiou 

of~ inlo din-. occurs bdow the temperature ranae ofthe thennal cnuuition. The p.-opoaed 

moclel conaiden that "2 and lr3 .,. mueh areater than Ir.,. thua yieJdiaa a behavior of .t(T) and E 

consiatent with a 9ift8le step mechaniun. Ir, beina the conatant forthe rate limitiaa step. Thua. the 

obMrVed activation -8Y approximately correspond• to the M 2 to U 2 convenion. 

With respect to the step• pcoducifta the final statea ofthe protein, our ~ Me>wecl 

no ellidelace of monomerie ..,ec:iea but indic:ated the presence of ._,....ec1 state-. ,_.. denoted as 

Dn and Dn'. As sho- in fiaure 4, AH... inc:reased with the sc:annina rate. suuestirw that at hiah 
heatifta ratea it i• pouible to iaolate the denaturation ofthe moJecule fi'Oln the exothermic proeeu. 

lt can be eanisidenld that the IWtion leediiw to Dn is pcfbaed owr that which produces Dn' in some 

temperature nuwe. and the opposite in another lemperatUre rqpon, due to the difr-t alopea in their 

~ Arrheniua ploU. AJ.o. the heat evoJved in eaeh reaetion is expeeted to be dift'erent. aivina 
ri9e to che reducCion in AH.. at low sc:anniq ratea beeause a more exotlwmic pathway ia pref"e11ed. 

lt should be pointed out that both proposed transformations of U 2 shouJd be &aler than che rate 

limitina step. M 2 to U 2 , in order to show a denaturation behavior comistent with our reaulta. 

Therefore. any exothennie eff'eet oecurrifta durina· the process mu.a be atron¡¡ly overlapped by the 

main unfoldifta endothenn; i.e. no exothermie peak is deteeted in the calorimetric tnM::ea. 

Unfortunately, no comparison ofthe thema&I unfuldina of S. -'-sJutathione reductase with other 

di8Ulfide oxidoreduetase• ean be made, bec:ause a similar work is laekins. 
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Fi¡iure 1. C.iorimetric recordinp ror s. ~ patadlione ~ obtained .a dülilrwnc 1CM ratel. 
Protein sámploa (0. 7 ma m1-1) in the atandard buftllr were phlced in the calorimelric cell and ._... 
u deacribed under Material• and Methods. Sean ratea were 1) 0.5 K min"1; 2) O. 75 K min"1; 3) 1 K 
min"'; 4) 1.5 K min·1• 

Fipre 2. Arrhenius plot oC the rate constants detennined &om the calorimMric pn»&l9a 9bown in 
fipre l. CC)0.5 Kmin"1; (0)0.75 K min·';Ce> 1 Kmin"1; (A) l.5Kmin"1 

Fqpue 3. El9Ctrophoretic patterns oC S. -;-aJutathione rwdu- under ~ conditiona 
after c:rou-linlcins at vwious tempentul"CS. a) Protein pattems in the pre-cransition ~ -; 
b) Protein panems obtained in the temperature ranae where the calorimetric transition occuna. A) 
20"C, B) 40°C, C) 50°C, D) 60°C, E) 68°C, F) non crou-linked enzynM, G) 1ow molecular mau 
muiten. ff) hip molecular man markers, 1) 70°C, J) 72°C, K) 74°C, L) 76°C, M) 7S°C. 

Fiaure 4. Depcndenc:e of AH..a on the heatina rate. Elldl value wu obleiaed by~ of'lhlt 
calorimetric: profiln shown in fiaure 1. fnset. Linear e>drapotacion oC 4R. to ildlnite - ..... 
obtained by plottifta the experimental values or AH qainst the reciprocal of'.._ '-ins ...... 

Fipre 5. EWpticity at 222 nm of S. ~- aJutathione reductue as a t\anction of'~ . .An 
enzynw umple (0.15 Pl8fml) cither in the abMtlCC (A) or in tbe p..- (B) of'Gdn-HCI - placed 
in the~eellandM&t41d &om..-~ Theelliplicity ...... ot.....,... _ 
simulteneously reccorded u deacribed under Materiela and Methoda. laMt. Far-uv CD 9P&CU• oc 
lwat-denatured aJutathione reductue (- - - -i. An enzymc sampJe (0.15 mafml) - healed iaaide 
the water-jac:keted cell up to 80 ºC. At thia latter t-.perature, ita CD ~ - recc:orded. 
Specara for both nelive (-) end denatured in 6 M Gdn-HCI enzyme ( ...... •).,. al90 iac•llded 
Cor c:ompariaon. 
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