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ESTABILIDAD DE LA GLUTATION REDUCTASA EN PRESENCIA DE
AGENTES DESNATURALIZANTES

RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la estabilidad cinética y estructural de la glutation reductasa
(NAD[P]JH: GSSG oxido reductasa EC 1.6.4.2.) de Ia cianobacteria Spirulina maxima empleando
como agentes desnaturalizantes cloruro de guanidinio (Gdn-Cl), urea y calor.

. La incubacion de la enzima en soluciones de concentracion variable de Gdn-Cl o urea da
como resultado la pérdida gr.dull de la actividad, con los puntos medios de la transicion (C,,)
localizados en 0.36 My 45 M, relpecnvnmente La remocién por dilucion del compuesto
desnaturalizante resulta en la reactivacion de la enzima. Sin embargo, mientras que aquellas alicuotas
de Ia enzima preincubadas en Ia urea se reactivan al 100 %, independientemente de 1a concentracion
de esta ultima, en Gdn-Cl la recuperacion de la actividad 8610 es total hasta 2.8 M.

El anilisis estructural mediante técnicas espectroscopicas de la enzima inactivada puso de
manifiesto que la inactivacion reversible inducida por ambos compuestos no es debida a la
desnaturalizacion de 1a proteina, sino a cambios conformacionales sutiles, que muy probablemente
involucran al sitio activo. Aunque la inactivacion por urea va acompafiada de 1a disociacion de Ia
enzima tetramérica en dimeros, no se observd una correlacion entre la actividad residual y el
porcentaje de Ia especie tetramérica, 1o que sugiere que el dimero también es cataliticamente activo.

En soluciones de Gdn-Cl mayores a 2.8 M la glutation reductasa es inactivada gradualmente
en forma irreversible, con una C,,; en 3.4 M. Dicha inactivacion es concomitante con la pérdida de
las estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria de la proteina; sin embargo, el andlisis
hidrodinémico puso de manifiesto la existencia de intermediarios. En Gdn-Cl 4 M la enzima existe
como una mezcla de dimeros y monémeros parcialmente desnaturalizados en equilibrio.

La desnaturalizacion térmica de la glutation reductasa resultd ser un proceso complejo. En
una primera etapa, Ia proteina tetramérica se disocia en dimeros, y es esta Gltima especie la que sufre
la desnaturalizacion térmica. En este sentido, los estudios calorimétricos revelaron que dicho proceso
es irreversible, parcial y acompafiado de agregacion de la proteina, amén de que Ia magnitud y
posicién de la endoterma resultaron ser dependientes de la velocidad de calentamiento. El
calentamiento de la enzima en presencia de concentraciones no desnaturalizantes de Gdn-C1 ( < 2.8
M) permiitié observar la desnaturalizacion completa de 1a misma. Los resultados anteriores llevaron
a proponer un modelo en el gue la proteina dimérica sufre un desdoblamiento parcial de su estructura
en un proceso controlado cinéticamente, de tal manera que los parametros termodinamicos dependen
de 1a velocidad de calentamiento.

El calentamiento de la enzima en presencia de NADPH disminuy® considerablemente su
termoestabilidad, tanto catalitica como estructural. La 7)., evaluada por la actividad enzimética, se
desplaza desde 71°C en ausencia de NADPH hasta 44°C en 500 uM NADPH. En forma similar,
tanto el perfil calorimétrico como la 7m se modifican notablemente en presencia de NADPH. En
base a la informacion cristalogriafica disponible, se plantea la hipotesis de que la menor
termoestabilidad de la enzima en presencia del nucleétido es resultado del solvente desplazado
durante su union a la proteina.



STABILITY OF GLUTATHIONE REDUCTASE IN THE PRESENCE OF
DENATURING AGENTS

SUMMARY

In the present work both the kinetic and the structural stability of glutathione reductase
(NAD{PJH: GSSG oxidoreductase EC 1.6.4.2.) from cyancbacterium Spirulina maxima was studied
by using guanidinium hydrochloride (Gdn-Cl), urea and heat as denaturing agents.

Incubation of the enzyme in solutions of varing concentrations of either Gdn-Cl or urea
resulted in a gradual loss of its activity, with the transition midpoints (C,,) located at 0.36 M and 4.5

M, respectively. Removal of denaturing compound by dilution resulted in recovery of enzyme
activity. Full reactivation was obtained for enzyme samples preincubated in urea solutions. By
contrast, full recovery of activity was only obtained for Gdn-Cl concentrations up to 2.8 M.

Structural analysis of the inactivated enzyme studied by spectroscopic techniques, revealed
that reversible inactivation produced by either Gdn-Cl or urea was not due to unfolding, but instead
to slight conformational changes, probably involving the active site. Although the urea-dependent
inactivation was concomitant with the dissociation of tetrameric enzyme into dimers, a correlation
between residual activity and tetramer abundance was not observed, suggesting dimer is catalitically
active.

In Gdn-Cl solutions higher than 2.8 M glutathione reductase was irreversibly inactivated,
with C,, located at 3.4 M. Such inactivation was accompanied by the loss of quaternary, tertiary and
secondary structures. However, hydrodynamic analysis revealed the presence of intermediaries. At
4 M Gdn-Cl an equilibrium between partially unfolded dimer and monomer exists.

Thermal denaturation of glutathione reductase revealed to be a complex process. In a first
step, tetrameric protein was dissociated into dimers, being the latter the species involved in the'
transition of the thermal unfolding. Calorimetric studies revealed that the process was irreversible,
partial and concomitant with the aggregation of the protein. Further, a dependence of both the
position and size of the endotherm on heating rate was observed. In the presence of non-denaturing
concentrations of Gdn-C1 (s 2.8 M) a full thermal unfolding of the enzyme was obtained. Based on
the above results, a model in which the dimeric protein is partially denatured in a kinetically
controlied process was proposed.

In the presence of NADPH, the enzyme showed a lower thermostability. Based on the kinetic
data, 7, was shifted from 71°C in the absence to 44°C in the presence of 500 uM NADPH. The
Calorimetric profile was also modified. Based on the available crystallographic data, a model is

proposed in which displacement of solvent from the binding site of the nucleotide results in a more
labile species.



La presente tesis se realizé en ¢l Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina
(UNAM) y en el laboratorio de Bioﬁsicoquinﬁciddeanlnﬁa(UAM
Iztapalapa) bajo la direccion del Dr. Juan Pablo Pardo Vizquez.




AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento a las siguientes personas, sin cuya ayuda no habria sido

posible la terminacion exitosa de esta tesis:

Al Dr Guillermo Mendoza Hernéndez, cuyo apoyo en la realizacion de los experimentos
cromatogrificos y electroforéticos permitio obtener datos de una gran calidad.

A los Dres. Arturo Rojo Dominguez y Andrés Hernandez Arana, del laboratorio de
Biofisicoquimica de la UAM (Unidad Iztapalapa), por haber aceptado el realizar trabajo en
colaboracion y por sus fructiferas sugerencias y discusiones en la interpretacion de los datos

calorimétricos.

A los Dres. Armando Gomez Puyou y Mario Calcagno, por sus valiosas sugerencias como
parte del comite tutorial.

A los miembros del jurado: Dres. Marictta Tuena, Alberto Huberman, Edmundo Chavez,
Rogelio Rodriguez, Wilhelm Hansberg y Arturo Rojo, por haber aceptado formar parte del jurado
¥ cuyos comentarios y sugerencias contribuyeron a mejorar el manuscrito final.

Al amigo Oscar Flores Herrera, por su paciencia y ayuda en el manejo adecuado de Ia
computadora.
Finalmente, quiero extender un reconocimiento especial a Ia Dra. Concepcién Agundis mata

asi como a los Dres. Juan Cuauhtémoc Diaz Zagoya y Federico Martinez Montes, quienes en algun
momento de mi carrera me brindaron su apoyo desinteresado. Particularmente quicro agradecer al

Dr. Foderico Martinez el haberme permitido ocupar un espacio en su Iaboratorio.




o

A Ia memevia de mi padre y 2 mi madre, quicnes me dieron la oportunidad de acceder
al mis grande tesere al que puede aspirar un ser humase.

A mis hijes Juan Francisce y Alejandra, per ser ia luz de mi vida y permitirene disfrutar
de nueve esa etapa maraviliesa de la vida.

A mi cspesa Sara, per todes los momentes maravilleses que hemes vivide juntes.




Mmyh-m“mmwmmm su brillo, su estrépito,
sus productos refucientes,

1o mismo que un gran rio nos impone por los barcos que navegan por el
y por los majestuosos puentes que 1o atraviesan. [Pero de donde vienen ¢s0s rios? De fuentes
invisibles, Mmbmyabmmmmmmmymmommm
transitadas. Asi fluyen las fuerzas, las idoas y las formulas para todas las ciencias aplicadas y las ramas
mhmn-yhhm hmhnuylamowcnu,hcommcléndemotomyh
produccion

estimulo. Conocen y saborean el placer Gnico de la investigacion. Ella es, como esta
mmumauwdammr 1a madre espiritual de 1a humanidad.*

Fritz Kahn

tomado de “El libro de 1a Naturaleza®”



ABREVIATURAS

Concentracion requerida para obtener el S0 % de inhibics
Dicroismo circular inhibicion

Acido $.8 -ditiobis 2-nitrobenzoico

Cambio de entalpia determinado calorimésricamente
Cambio de energia libre
Acido etilendiamino tetracéts
Cloruro de
Disulfuro de glutation

Intermediario inactivo no desnaturalizado
Joule

Masa molecular relativa

Conformacion nativa

Viscosidad intrinseca

Fosfato de nicotinamida adenin di Jeotido >

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Radio de Stokes

" Coeficiente de sedimentacié

Dodecil suifato de sodio
Temperatura en el méximo de la transicid

Temperatura a la mitad de Ia transicion
Elipticidad del residuo




P .

- CONTENIDO

INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

ANEXOS

10
12
15

49
so
s3




ST vt e e

!
g
|
1

INTRODUCCION

Las proteinas constituyen, indudablemente, el conjunto de biomoléculas mis versitil, ya que
desempefian un gran nu o de funci en el metabolismo celular. Tal versatilidad es posible
gracias al inmenso nimero de arreglos tridimensionales que pueden adoptar las cadenas
polipeptidicas, lo que a su vez e¢s el resultado de una variedad potencialmente infinita de estructuras
primarias. Dentro de dicho conjunto, las enzimas pueden considerarse como el grupo de proteinas
mis heterogéneo, ya que debido a su alta especificidad en la interaccion con uno o unos cuantos tipos
de moléculas (sustratos), se hace ia la pr ia de una enzima particular para catalizar cada
una de las mailtiples reacciones que constituyen el metabolismo celular.

El conocimiento detallado de la accion quimica de cada enzima ha requerido del empileo de
un gran numeso de metodologias, tales como las técnicas de purificacion de proteinas, modificacion
quimica de residuos especificos, difraccion de rayos "X, etc. Tales estudios han permitido que, a la
fecha, se disponga de un esquema claro y detallado sobre el mecanisimo quimico y cinético de una

gran variedad de enzimas. Concomitante con dichos estudios, se ha recabado una gran cantidad de
informacion sobre la naturaleza y magnitud de las fucrzas responsables de darie estabilidad a
moléculas tan complejas como 1o son las protcinas. Si bien Anfinsen demostro, en 1957, que Ia
secuencia de aminoicidos contiene la informacion necesaria para que una cadena polipeptidica adopte
1a conformacion caracteristica del estado nativo [1], no era claro cuidles eran las fuerzas involucradas
en conferirle estabilidad a dicho estado.

Desnaturalizacién Quimica

Desde el punto de vista de Ia quimica de polimeros, las proteinas deben ser consideradas como
heteropolimeros [2], dada la naturaleza diversa de los grupos quimicos que constituyen las cadenas
Iaterales de los aminoicidos. Esto dificulto, en un principio, el anilisis fisicoquimico de la estabilidad
global de una proteina, ya que la concurrencia simultinea de grupos hidrofilicos e hidrofobicos en la
misma cadena, evito el que ésta pudiera ser analizada simultaneamente como un todo. Debe tenerse
presente que la funcion biologica de las proteinas se lleva a cabo en un ambiente acuoso, por lo que
la interaccion del agua con los diversos compx de una cad polipeptidica desempeiia un papel
determinante en la estabilidad de tales macromoléculas. Sin embargo, debido a la polaridad

heterogenea de las cadenas laterales, no puede decirse que el agua sea un buen solvente para las



proteinas; de hecho, el colapso de la cadena polipeptidica hacia la conformacion nativa y la estabilidad
de ésta en un medio acuoso, tiene su origen en la repulsion del agua por los residuos no polares (el
llamado “efecto hidrofébico®). '

Los trabajos pioneros de Kauzmann [3) y Tanford [4,5), sentaron las bases para alcanzar un
entendimiento claro, en términos termodinamicos, de las fuerzas involucradas. En este sentido, los
estudios con compuestos modelo permiticron obtener informacion cuantitativa sobre la energia libre
asociada a la transferencia de ciertos grupos quimicos, desde el agua hacia solventes de composicion
conocida [6-8). Entre los solventes utilizados en tales estudios, las soluciones de urea y Gdn-Ci

jugaron un papel importante.
Urea vy Cloruro de Guanidinio. Desde su descubrimiento como comp >8 cap
conformacion nativa de las proteinas (9,10 }, la urea y ¢l Gdn-Cl han sido ampliamente utilizados para
[11). Si bien los dos compuestos

investigar la estabilidad de una gran variedad de prc
mencionados gozan de gran popularidad como agentes desnaturalizantes, no son los inicos que han
sido utilizados. Asi, también se han empleado otras sales de guanidinio [12] y diversos derivados de
1a urea [13,14), difiriendo entre si en cuanto a su poder desnaturalizante.

Aunque los primeros sistemas modelo que se utilizaron en este tipo de estudio fueron
idas por una sola cadena polipeptidica

proteinas relativamente simples - es decir, protei constit,
formada de un nimero relativamente pequefio de residuos - posteriormente se incluyeron proteinas

mis complejas, de tal manera que a la fecha se dispone de una gran cantidad de informacion acerca
de la estabilidad de tales macromoléculas. Llama la atencion el hecho de que, pese a su uso extendido
como agentes desnaturalizantes efectivos, no existe a Ia fecha un modelo que permita explicar
adecuadamente la accion de tales compuestos sobre la estabilidad de las proteinas. L.os modelos
disponibles [15,16] se b en los cilculos de encrgia libre ligados a la transferencia de las distintas

cadenas laterales de los aminodécidos, entre el agua y soluciones acuosas del compuesto
do que la interaccion de la

desnaturalizante correspondiente. Basado en tal infor ion, y suponi
urea o el Gdn-Cl con la proteina involucra sitios de union semejantes € independientes, Tanford

calculé constantes de asociacion para ambos compuestos, asi como ¢l namero de sitios de union para

los estados nativo y desnaturalizado de la proteina [S).
Recientemente se ha cuantificado, mediante calorimetria, ¢l calor liberado como resultado de

la interaccion entre la urea o el Gdn-Cl y diversas proteinas [17]. Los resultados de dicho estudio

:{ de perturbar la



fueron interpretados en términos de un modelo de enlace con sitios de union similares e
independientes, en donde Ia interaccion del compuesto desnaturalizante con la proteina se da a través
de puentes de hidrogeno con varios grupos polares de la misma. Aunque en dicho trabajo no se
profundiza mas en la naturaleza de tales interacciones, existen evidencias que sugieren que los
mecanismos mediante los cuales actuan la urea y el Gdn-Cl son diferentes. Analizando cristales de
quimotripsina previamente expuestos a soluciones de urea o Gdn-Cl, se observo que mientras la urea
‘es capaz de unirse a residuos tanto de la superficie como del interior de la proteina, el Gdn-Cl solo
interactua a nivel de la superficie [18]. De hecho, se menciona que la urea esta involucrada en dos
de inter una de las cuales causa cambios estructurales a la proteina.

Es interesante mencionar que, en ¢l caso de algunas proteinas, la incubacion con compuestos
desnaturalizantes conduce a la pérdida de 1a actividad biologica correspondiente {19-21). Aunque éste
es el resuitado esperado a priori, 1o interesante de dicho fenémeno es que ocurre a concentraciones
inferiores a las requeridas para provocar la desnaturalizacion; elio sugiere que la accion de tales
compuestos no es homogénea en toda la proteina, sino que pueden actuar con mayor efectividad en
regiones localizadas del polipéptido, probablemente en aquecllas que poseen un mayor grado de
flexibilidad. El hecho de que el sitio donde se localiza la actividad biologica de muchas proteinas
presente tal propiedad [22] explica el por qué los compuestos desnaturalizantes pueden inhibir
completamente 1a actividad sin provocar cambios conformacionales notables.

L

Desnaturalizacién Térmica

Ademis de los compuestos desnaturali ya ionados, el calor también ha sido

utilizado en el estudio de la estabilidad de las proteinas [23-25]. La determinacion del perfil de
desnaturalizacién térmica de una proteina permite evaluar la entalpia de van't Hoff asociada al
proceso a través de la dependencia de la constante de equilibrio respecto de la temperatura. Con el
desarrolio de Ia calorimetria diferencial de barrido [26,27], se hizo posible medir directamente la
energia correspondiente a la desnaturalizacion térmica de una proteina, 10 que permitié cuantificar
con precision, no s6lo el calor absorbido durante el proceso (AH,,), sino ademas obtener informacion
sobre la posible existencia de intermediarios en la ruta de desnaturalizacion, gracias al conocimiento
de las entalpias calorimétrica y de van't Hoff [28]. En casos excepcionales ha sido posible, incluso,
asociar picos calorimétricos con el desdoblamiento de dominios particulares de la proteina [29,30].




Aunque el anilisis termodinamico estricto de los datos calorimétricos requiere que durante
la desnaturalizacion de la proteina se¢ mantenga el equilibrio entre las conformaciones nativa y
desnaturalizada - lo que se presenta por 1o general uni nte en pre

monomeéricas pequeilas -
recientemente se han propuesto métodos analiticos que permiten extraer informacion de los perfiles

asociados con transiciones irreversibles [31,32]. Ello ha sido particularmente util en el estudio de las
proteinas oligoméricas, caracterizadas por una desnaturalizacion térmica esencialmente irreversible.

Se ha demostrado en algunas proteinas que el producto resultante de la accion del calor
retiene un contenido significativo de estructuras ordenadas [33-35]), contrastando en este sentido con
los productos obtenidos por agentes Quimicos.

Metodologias Utilizadas en el Estudio de ia Desnaturalizacién de las Proteinas.

L.a transicion que sufie una proteina al ser desnaturalizada implica cambios conformacionales
considerables, que se traducen en Ia pérdida total de la estructura tridimensional caracteristica del
estado nativo. Tales cambios conformacionales son susceptibles de ser detectados por diversas
técnicas, que permiten evaluar los cambios sufridos por una proteina en sus diferentes niveles de
organizacion. A grandes rasgos, dichas técnicas pueden ser agrupadas en dos categorias:
hidrodindmicas y espectroscopicas.

1) Métodos hidrodinkmicos. Estos métodos implican el anilisis de una solucion de proteina cuando

se sujeta a una fuerza extema, de manera que se da un transporte neto de la proteina desde un punto
de la solucion a otro. Dentro de ésta categoria se incluyen:

a) Cromatografia de filtracion en gel [36).
b) Ultracentrifugacion analitica [37].
<) Electroforesis en gndieme; transversos de urea [38].

Los parametros hidrodinamicos de una proteina (radio de Stokes, viscosidad intrinseca,
coeficiente de sedimentacion) se ven alterados a tal grado en presencia de un agente desnaturalizante
[39-41]). qQue es posible sacar conclusiones respecto de los cambios estructurales "gruesos” sufridos
por la misma, tales como el estado de agregacion o el grado de desdoblamiento sufrido por la cadena
polipeptidica. Asi, la desnaturalizacion total de una proteina monomérica va acompafada de un
sumento considerable en el volumen hidrodinamico, o que se traduce en un aumento del Rs y [n];

sin embargo, ¢l mismo proceso implica un incr > en el coefici de friccion translacional, por

g
i
i




lo que ¢l coeficiente de sedimentacion se ve disminuido [39). En o caso de las proteinas oligoméricas
los cambios son mas complejos, ya que se afiaden los cambios en la estructura cuaternaria (sea
disociacion 6 agregacion).

2) Métodos espectroscopicos. El fundamento comun a estos métodos radica en la interaccion de la
proteina con radiacion electromagnética de ciertas caracteristicas, evaluando la modificacion que
sufre ésta al pasar a través de la solucion de proteina. En este conjunto de téenicas se incluyen:

a) Espectroscopia de fluorescencia [42].

b) Dicroismo circular [43].

) Espectroscopia de absorcion (44]).

El nivel de precision que es posibie alcanzar con estos métodos ha permitido su utilizacion
en el anilisis cuantitativo del proceso de desnaturalizacion, a tal grado que incluso se han hecho
estimaciones sobre la estabilidad de una gran diversidad de proteinas [1 1,45-47). Cabe mencionar que
la validez de dicho anilisis depende de la reversibilidad total de la transicion entre el estado nativo
y el estado desnaturalizado. A diferencia de los métodos hidrodindmicos, los métodos
ESpectroscopicos permiten rastrear cambios conformacionales en regiones localizadas de 1a proteina
[48.49].

Generalidades de Ia Glutatién Reductasa.

La glutation reductasa (NAD{ PJH:GSSG oxido-reductasa EC 1.6.4.2)) es una flavoproteina
que pertenece al grupo de las disulfuro reductasas [50]; su funcidn consiste en regenerar el glutation
reducido a través de la reaccién:

NADPH + H' + GSSG -—=== 2GSH + NADP'

empleando como reductor el NADPH generado en la via de las pentosas. A pH 7.0, 1a constante de
equilibrio de la reaccién es de 2 X 10° mM, por lo que en condiciones fisioldgicas es esencialmente
irreversible [S1]). Descubierta en 1935 por Meldrum y Tarr en extractos de eritrocito [52), esta
enzima ha sido purificada desde entonces en una gran vasiedad de organisimos, tanto procariotos [53-
55] como eucariotos [56-60]. Destaca su ausencia en el grupo de las Arqueobacterias, organismos
que por carecer de la enzima glutation sintetasa, son incapaces de formar el tripéptido [61].

Los trabajos con la glutation reductasa del eritrocito humano han sido particularmente
significativos, ya que la obtencion de cristales aptos para estudios de difraccion de rayos X [62,63]



ha permitido obtener una gran cantidad de informacion sobre aspectos estructurales y mecanisticos
[64-66]. La enzima es una proteina dimérica que pertenece a la clase a/f8, con una masa molecular
relativa de 110 kDa; ambas subunidades son idénticas y se encuentran dispuestas en tormo a un ¢je
de simetria binario (Fig. 1a). En el caso particular de la glutation reductasa del eritrocito humano,
existen un par de cisteinas (cys 90 y 90°) cuyos grupos sulfhidrilo se proyectan hacia la interface de
contacto [67], dando como resultado la formacion de un puente disulfusro intercatensrio; en contraste,
Ia enzima de Escherichia coli carece de los residuos mencionados {68]), por lo que no existe union

covalente entre ambas subunidades.
En lo que atafie a la estructura de las subunidades, destaca el hecho de que cada cadena

polipeptidica se encuentra asreglada en cuatro dominios estructurales [64]; estos son, comenzando
por ¢! extremo amino terminal: a) el dominio donde se localiza el grupo prostético FAD (residuos 19
a 157); b) el dominio de unién del NADPH (residuos 158 a 293); c) el dominio central (residuos 294
a 364) y d) el dominio de interface (residuos 365 a 478). Un aspecto interesante de la glutation
reductasa es el hecho de que cada uno de los dos sitios activos de la enzima se ubican en la region
de interface, e involucran residuos de ambas subunidades [65,69]). Destacan por su participacion en
el ciclo catalitico las cisteinas 58 y 63, asi como la histidina 467 [66]. Como corolario de lo anterior,

los monémeros aislados son cataliticamente inactivos.
En cuanto al mecanismo de la reaccion catalizads, Ia glutation reductasa sigue tipicamente un

patrén cinético ping-pong bi bi [70] que se resume en el siguiente esquema:

NADPH NADP" GSSG 2 GSH

| I

E E-NADPH EH,

EH,-GSSG E

Dicho modelo implica la reduccion del grupo prostético por parte del NADPH para dar lugar
a una forma modificada de 1a enzima (EH,) que es la involucrada directamente en la reduccion del
GSSG. Aunque se han descrito algunas variantes del patron mostrado [71,72], para los fines del

presente trabajo es suficiente con el esquema mas simple.
Si bien los aspectos estructurales y mecanisticos de la glutation reductasa han sido



(a)

(b)

Figura 1. Estructura tridimensional de la glutation reductasa vista a o largo del eje de
simetria binario. a) Esqueleto polipeptidico de la enzima sin mostrar las cadenas laterales
y con las dos subunidades idénticas en diferente color. b) Representacion esquemaitica
de la enzima mostrando la organizacion en dominios asi como los sitios de unién del
grupo prostético (FAD) y de los sustratos.




extensamente estudiados, existe muy poca informacion sobre Ia estabilidad de la enzima. Los datos
ido son )s y dispersos, limitandose siempre a indagar Ia estabilidad

disponibles en este

catalitica de la enzima a una concentracion unica de desnaturalizante. Los resultados publicados
sugieren que €s una enzima relativamente resistente a la accion de los agentes desnaturalizantes. Asi,
1a glutation reductasa de higado de conejo retiene ¢l 98 % de la actividad control después de incubaria
durante S min en urea 8 M [$9]; dicho porcentaje disminuye a 21 % si en lugar de urea se utiliza Gdn-
Cl 4 M. Utilizando las mismas condiciones, se reporté una estabilidad practicamente idéntica para Ia

enzima obtenida de Phycomyces blakesleanus en presencia de urea 8 M [57). En este mismo trabsjo
se reportd que la adicion de NADPH a la mezcla de incubacion disminuye la estabilidad de Ia

glutation reductasa frente a la urea; asi, Is actividad residual cae desde ¢l 100 % hasta el 8 % en

presencia de 0.3 mM del nucledtido.

En aquellos casos en los que se ha investigado la termoestabilidad de la actividad catalitica
de la glutatién reductasa, también se ha observado una disminucion dramitica de la misma en
presencia del NADPH. Asi, la actividad relativa de la enzima de E. coli [68), Pisum sativum {73) y
P. blakesleanus [57]) se mantiene al 100 % hasta alrededor de los 60°C; sin embargo, cuando el
calentamiento se realiza en presencia de NADPH, Ia enzima se inactiva completamente a 45°C
[73,57]. En el caso de la ghutation reductasa de £ coli, Ia disminucion en la termocstabilidad catalitica
implica una caida de 30°C en presencia de NADPH S mM [68).

En lo que respecta a la estabilidad estructural de la glutation reductasa, los unicos trabajos
publicados donde se da informacion en este sentido se realizaron con la enzima de Ia levadura
Saccharomyces cerevisiae [74,75]. En uno de ellos - que tuvo como objetivo principal determinar
Ia participacion de los grupos sulfhidrilo de la enzima en el mecanismo catalitico - se menciona que
la incubacion de la glutation reductasa en urea 6 M resulté en una inhibicion reversible del 60 %%,
acompafiada de la exposicion de un grupo tiol no accesible en la enzima nativa {74]. Sin embargo,
Ia urea a la concentracion mencionada no fue capaz de separar el FAD de Ia proteina. Posteriormente,
mediante 1a técnica de sedimentacion en equilibrio, se demostré que 1a misma glutation reductasa, en

presencia de Gdn-Cl S M, se disocia a monomeros [75]).
Aunque de la informacion presentada en ambos trabajos puede deducirse una alteracion

importante de 1a estructura nativa de la enzima - tanto por urea como por Gdn-Cl - no se tienen datos

cuantitativos acercs del grado de dicha perturbacion.
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La Glutatién Reductasa de Spiruling maxima.

En comparacion con la glutation reductasa de otras fuentes, la enzima de la cianobacteria
Spirulina maxima destaca por su estructura cuaternaria, ya que la forma principal de la proteina esta
representada por un tetraimero con una A7 de 192 kDa [76). A pH 7.0 dicho tetramero coexiste en
oquilibrio con la especie dimérica [76,77]), si bien esta ultima solo repr alrededor del 14 % (en
peso) de Ia poblacién total de la enzima. Los estudios de transporte de masas llevados a cabo con esta
preparacion, revelaron que la cinética de interconversion es lo suficientemente lenta como para que
sea posible la separacion casi total de ambos oligomeros, sea mediante filtracion en gel, electroforesis
o ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa [77]).

Por otra parte, el equilibrio es dependiente del pH, la peratura y cc racion de fosfato
inorgénico. Asi, la alcalinizacion del medio resulta en la disociacion compl del tetramero en
dimeros, si bien el intervalo de pH en el cual se da la transicion depende de Ia temperatura [77].
Finalmente, el fosfato inorgénico, a concentraciones mayores de 0.15 M, favorece la agregacion de
Ia enzima, ya que bajo tales condiciones desaparece la especic dimérica; en su lugar, se observa un

agregado superior que probablemente corresponde al octamero [78].
Dada su utilizacion en el presente trabajo, en la Tabla I se resumen los parametros

hidrodinimicos de ambos estados oligoméricos de la glutation reductasa de S. maxima bajo

condiciones nativas

Tabla 1. Parémetros hidrodindmicos de la glutatién reductasa de Spirulina maxima

DIMERO TETRAMERO
Mr (kDa) % 192
Sy, w (Svedberg) 5.6 9.3
Rs (nm) 4.1 5.3
In] (cm’g) 4.5 4.9




#
L

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Durante ¢l trabajo de caracterizacion de la glutation reductasa de S. maxima, se obtuvo un
resultado interesante: la reactividad al DTNB de una muestra de enzima, previamente dializada
durante 24 h contra urea 8 M, fue pricticamente idéntica a aquella de la proteina nativa. Dicha
observacion resulto inesperada, especialmente si se considera la concentracion elevada que se utilizé
y el tiempo de exposicion al compuesto. De lo anterior surgieron las siguientes preguntas: ;Que tan
estable es la glutation reductasa frente a agentes desnaturalizantes? ;,Se comporta esta enzima como
aquel grupo de proteinas que, previo a la desnaturalizacion, son inactivadas sin grandes cambios
estructurales? o por el contrario ;La pérdida de actividad es debida a la desnaturalizacion de la
proteina?  Es reversible la desnaturalizacion de Ia glutation reductasa?

La busqueda en la literatura de una respuesta a dichas preguntas resulto infructuosa. Aparte
de aquellos reportes aislados ya citados en la seccidn introductoria - todos ellos relacionados con la
pérdida de la actividad enzimitica en presencia de agentes desnaturalizantes - no se encontré ningun
trabajo donde se estudiara sistemiticamente Ia estabilidad estructural de la proteina. Por otra parte,
l1a presencia de dominios estructurales diferentes en las subunidades de la glutation reductasa, abre
1a posibilidad de que exhiban una estabilidad diferencial que pudiera traducirse en una conducta
compleja frente a la desnaturalizacion.

De acuerdo con lo anterior, los objetivos del presente trabajo son:
a) Determinar Ia estabilidad de la glutation reductasa. Dicha estabilidad puede ser cuantificada como
el AG® asociado al equilibrio entre las conformaciones nativa y desnaturalizada de la proteina. Pﬁ.
ello, seré necesario analizar el equilibrio mencionado en presencia de agentes desnaturalizantes; los
compuestos elegidos para el presente estudio fueron Ila urea y el Gdn-Cl. La eleccion de éstos se baso
en el hecho de que son los compuestos que mayor uso tienen en este tipo de trabajo, 1o que permite
comparar los resultados obtenidos con aquellos dnspombles en la literatura.

desnaturalizacion. Dada la estructura compleja de la enzima, €s muy probable que la transicion del
estado nativo al estado desnaturalizado involucre mis de dos estados. La caracterizacion estructural
de éstos requerira del empleo de técnicas hidrodinami Yy €espectroscopi

c) Wmﬂmﬂ:mﬂmmmmﬂmmhﬂ:mﬂm&n Para cumplir con
este objetivo, 1a calorimetria diferencial de barrido es 1a técnica idonea, ya que suministra informacion
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directa sobre ¢l calor absorbido durante el proceso. La evaluacion del ACp permitira, ademas,
determinar AH y AS a diferentes temperaturas, abriendo la posibilidad de construir la curva de
estabilidad de la proteina en funcion de la temperatura. El cumplimiento de este objetivo dependera

de que la transicion calorimétrica sea reversible.

Eleccién det Modelo y Justificacién

Ci do se pr de llevar a cabo un proyecto de investigacion como el que se propone en
leccion del “si modelo” debe considerar varios factores: a) Accesibilidad
idad de bic . ¢) Cantidad

la presente tesis, la
y costo de la fuente de enzima; b) Rendimiento de enzima pura por
de informacion previa disponible sobre ¢l sistema modelo a estudiar y d) Sencillez del protocolo de

purificacion.

Como se menciond en la seccion introductoria, la unica glutation reductasa que se conoce con
un gran detalle estructural es la enzima obtenida de eritrocito humano; pareceria logico entonces que
en un estudio como el presente, donde se pretende profundizar en la estabilidad de Ia enzima, la
opcién ideal seria la utilizacion de la glutation reductasa de eritrocito n > como “'si modelo™.
Sin embargo, el protocolo de purificacion reportado para la enzima humana es largo [62], sin
considerar ademis que la cantidad de enzima pura por litro de sangre es relativamente bajo (~ 1 mg).
Debe tenerse presente que, alun suponiendo que la desnaturalizacion resultase ser un proceso
reversible, un trabajo como el que pretende llevarse a cabo implica la utilizacion de cantidades
considerables de proteina. Asi, la eleccion del eritrocito como fuente de la enzima, haria depender el
desarrollo del trabajo del abastecimiento continuo de grandes volumenes de sangre. En este sentido,
deben tenerse presentes las restricciones existentes en los bancos de sangre como consecuencia de

Ia epidemia del SIDA.
Por otra parte, Ia glutation reductasa de la cianobacteria S. maxima - enzima con la que hemos

desarroliado trabajo previo - puede obtenerse en grandes cantidades (~ 10 mg/kg) siguiendo un
esquema de purificacion simple [76] y a partir de biomasa obtenida de un cultivo natural, donde dicho

organismo constituye la biomasa predominante.
En base a los argumentos mencionados, se eligio a la glutation reductasa de S. maxima como

la enzima para llevar & cabo el presente trabajo.




MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Todos los reactivos bioquimicos, incluyendo las proteinas de calibracion para el Rs, se
obtuvieron de la compaifia Sigma Chemical (San Luis, MO). El Gdn-Cl y la urea utilizados fueron
de la mis alta purcza disponible. El fosfato de potasio, EDTA y glutaraldehido se compraron a Merck
de México, S.A. Todos los reactivos fueron utilizados sin purificaciones adicionales. El agua
empleada en la elaboracion de soluciones se purifico por el proceso de 6smosis reversa.

Enzima. La glutation reduct. de S. i se purifico a partir de la biomasa donada por la
compafiia Sosa Texcoco, S.A. Se siguio el protocolo de purificacion descrito previamente {76]. La
pureza de las preparaciones obtenidas se evalué de nutina mediante PAGE en condiciones
desnaturalizantes [79,80]. La actividad especifica de la enzima purificada fue de 240 = 10 U/mg. La
enzima obtenida de la Gltima ctapa de purificacion fue dializada en contra de amortiguador de fosfato
de potasio 0.1 M (pH 7.0) conteniendo 1 mM de EDTA. El dializado del ultimo cambio de
amortiguador se utilizé como bl > para la ob ion de Ia linea 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-
Cl, la enzima fue previamente incubada durante 24 h en presencia de la concentracion correspondiente
del compuesto desnaturalizante.

Determinacién de Proteina. La cc racion de las soluciones madre de la enzima se determind
espectrofotométricamente por su absorbencia a 274 nm a pH neutro. Bajo estas condiciones, el
coeficiente de absortividad para una solucion de glutation reductasa a 10 mg/ml es de 9.47 [77).
Actividad Enzimdtica. La actividad reductora del GSSG se determiné en un volumen final de 1 ml,
monitoreando el decremento en absorbencia a 340 nm debido a la oxidacion del NADPH. Se
utilizaron indistintamente espectrofotometros UV-visibles modelos DU-70 (Beckman) y CE 5508
(Cexil). Cuando fue necesario, se analizaron los datos mediante regresion no lineal con el programa
ENZFITTER (Elsevier Biosoft, Cambridge, UK). Una unidad de actividad enzimética se define como
la cantidad de proteina que oxida 1 pmol de NADPH por minuto a pH 7.

Experimentos de Inactivacién y Reactivacién. En los experimentos de inactivacion, la enzima se
incubé a temperatura ambiente en un volumen final de 1 ml del amortiguador “estandar” conteniendo
urea 6 Gdn-Cl a la concentracion correspondiente. Transcurridas 24 h se determind la actividad
residual afiadiendo una alicuota pequefia (50 ul) a una cuveta conteniendo ambos sustratos. La
actividad control se determiné mediante un procedimiento idéntico omitiendo el compuesto
desnaturalizante de las mezclas de incubacion. Para los experimentos de reactivacion, las alicuotas
de la enzima fucron preincubadas como se menciond antes, en presencia del compuesto
desnaturalizante correspondiente pero en un volumen final de 30 ul. Después del periodo de
incubacion, se diluyo la urea o el Gdn-Cl por adicion de 1 ml de amortiguador estandar y la solucién
resultante fue incubada 24 h adicionales antes de determinar la actividad enzimitica. Las mezclas
control se procesaron de la mi a en a ia del compuesto desnaturalizante.
Inactivacién Térmica. El efecto de la peratura sobre la actividad enzimitica se determiné de
acuerdo con el siguiente protocolo: se diluyé una alicuota de la glutation reductasa con el
amortiguador estandar a un volumen final de 300 ul; la solucion se colocoé en un matraz "Pyrex” de
1 ml con tapon esmerilado y se incubo en un bafio de agua. El calentamiento de la solucion se llevo
a cabo a una velocidad de aproximadamente 1°C/min comenzando desde temperatura ambiente
(alrededor de 20°C). A determinadas temperaturas se extrajo una alicuota (20 ul) de 1a solucion y
se afiadio a 1 ml del amortiguador a temperatura ambiente conteniendo ambos sustratos, NADPH
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(290 uM) y GSSG (2.8 mM). El control correspondiente al 100 % de la actividad nativa se tomo
como el promedio de Ia actividad en el intervalo de temperaturas donde la actividad permanecio
aproximadamente constante. El efecto del NADPH sobre la termoestabilidad de la enzima se evaluo
por el mismo procedimiento, llevando a cabo el calentamiento en presencia del nucleotido.
Titulacién de Grupos Sulfhidrilo. La accesibilidad de los tioles de la glutation reductasa de S.
maxima se determiné siguiendo el curso de 1a reaccion con el DTNB de acuerdo con el método de
Ellman [81]. Para ello, se incubd a la enzima - en ausencia o en presencia de urea 6 Gdn-Cl - a una
concentracion final de 4.6 uM con DTNB (en un exceso de 310 veces la concentracion de la enzima)
en un volumen total de 700 ul de amoruguador Tris-HC1 0.1 M (pH 8.0) y se monitoreo el
incremento de absorbencia a 412 nm. La reaccion fue seguida en un espectrofotometro de doble haz
Cexil 550S. Para el célculo del numero de tioles modificados se utilizo un coeficiente de extincion de
14 140 M cm™ [82].

Calorimetria Diferencial de Barrido. Las endotermas calorimétricas se obtuvieron en un
calorimetro de barrido MicroCal MC-2 (MicroCal Inc, Northampton, MA). Antes de cargarlas en la
celda del instrumento, las soluciones de proteina se deaerearon bajo vacio durante 15 min. Todas las
corridas se llevaron a cabo bajo una atmésfera de nitrégeno a una presion total de 2.2 kg/cm? y a
velocidades de barrido entre 0.5 y 1.5 K/min. Las linecas de base se registraron bajo las mismas
condiciones y se restaron de los trazos obtenidos con 1a ima; para la colecta y ¢l analisis de los
datos se utilizaron los programas DA-2 y Origin.

Espectroscopia de Dicroismo Circular. Las medidas de elipticidad se llevaron a cabo en la region
ultravioleta en un espectropolarimetro Jasco J-500 y utilizando celdas de 0.1 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 107.5 calculada a partir de la composicion de
aminoécidos de la enzima [76). Para el monitoreo de la elipticidad en funcion de la temperatura, se
calent6 gradualmente la celda conteniendo la solucion de enzima mediante un bafio recirculador; a
fin de tener valores reales de la temperatura, se le acondiciono un termopar a la celda del instrumento.
La desnaturalizacion térmica fué seguida a 218 nm.

Espectroscopia de Fluoresceancia. Se utilizo un espectrofluorometro SPF-500 (Aminco). Las
lecturas se lievaron a cabo en celdas de 1 ml. La concentracion de proteina fué en todos los casos de
50 ug/mi. Las muestras fueron excitadas a 280 nm y los espectros de emision se registraron entre 300
y 450 nm.

Entrecruzamiento Covalente. El estado de agregacion de la proteina a diferentes temperaturas se
analizdé6 mediante una combinacion de entrecruzamiento covalente y electroforesis desnaturalizante.
El protocolo de entrecruzamiento seguido fue aquel descrito por Jaenicke et al. [84]; para ello, se
incubaron alicuotas de la enzima (50 ug de proteina en 350 ul de amortiguador estandar) en un bafio
de agua y se calentaron a una velocidad de aproximadamente 1 grado/minuto. A ciertas temperaturas
se afiadieron 20 ul de glutaraldehido al 25 % y se permitio que la reaccion de entrecruzamiento
continuara durante 1 min; transcurrido dicho lapso, se detuvo la reaccion afadiendo 30 ul de
borhidruro de sodio 2 M. Después de 20 min, se precipito la proteina por adicion de $ ul de
desoxicolato de sodio al 10 % y unas gotas de acido tricloroacético al 60 %, seguido de
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. Los paquetes de proteina se lavaron dos veces con 100
ul de acetona fria y se secaron bajo nitrogeno. Las muestras entrecruzadas se disolvieron en un
volumen minimo con amortiguador Tris-HC! 0.062 M (pH 8.8) conteniendo SDS al 1 % y DTE 50
mM. El anilisis de las mismas se llevo a cabo mediante PAGE, utilizando gradientes de poliacrilamida
del 4 al 20 % segiun Lacmmli [80]. La tincion y el lavado de los geles se lleve a cabo por




procedimientos convencionales.
Electroforésis en un Gradiente Transverso de Urea. Para la elaboracion de los geles se sigui6 el

protocolo descrito por Goldenberg [85]. Todas las soluciones fueron preparadas en el amortiguador
esténdar de fosfatos (pH 7.0), que se utilizé también como electrolito durante la corvida. La
electroforesis se llevo a cabo durante 1 ha 200 V.

Cromatografia de Filtracién. La presencia de intermediarios parcialmente desnaturalizados, asi
como lIa caracterizacion hidrodindmica de los mismos, se llevo a cabo en columnas de Sephacryl S-
300 (1 X 28 c¢cm) o mediante HPLC en una columna SEC 3000 (0.7S X 30 cm) previamente
calibradas en presencia de la concentracion requerida del desnaturalizante. Las columnas fueron
resueitas a una velocidad de flujo de 1 mVmin. El radio de Stokes fue evaluado mediante una curva
de calibracion [86] utilizando las siguientes proteinas: mioglobina (Rs = 2.0 nm); anhidrasa carbénica
(Rs = 2.4 nm); ovoalbumina (Rs = 3.1 nim); albamina de suero bovino (Rs = 3.4 nm); inmunoglobulina
G (Rs = $.2 nm) y ferritina (Rs = 6.1 nm). La viscosidad intrinseca fue evaluada mediante Ia

ecuacion:
25N\ /an RS
nl=
MMr 3
donde N e3 el nimero de Avogadro y Rs el radio de Stokes en cm. Cuando fué necesario, los perfiles
cromatogrificos obtenidos se analizaron por deconvolucion utilizando el programa "PEAKFIT".




RESULTADOS

Efecto del Gdn-Cl y la urea sobre Ia actividad enzimitica. La Fig. 2 muestra la actividad residual
en pr ia de Gdn-Cl (A)

que el » de cc racion de

y el porcentaje de reactivacion de la glutation reductasa de S.
© urea (B). Con respecto a Ia actividad residual, es evid

ambos compuestos da como resultado una pérdida gradual de la actividad enzimitica. Si bien era de
esperarse el mayor poder inhibidor del Gdn-Cl, llama la atencion el intervalo de concentraciones tan
diferente en el que ocurre la inhibicion. Mientras que en presencia de Gdn-Cl la actividad residual
flega a cero en un intervalo muy estrecho, con urea dicha actividad decae gradualmente,

extendiéndose en todo ¢l intervalo de concentraciones analizado. Expresado en términos de C,,, los
valores correspondientes para Gdn-Cl y urea son 0.36 M y 4.5 M, respectivamente. En ¢l caso del
Gdn-Cl1 se observé una segunda zona de transicion, centrada en 3.4 M, donde la enzima se inactiva
de forma irreversible.

Por otra parte, contrasta también la diferente capacidad de la proteina para recuperar la
Asi, mientras que la enzima

actividad basal después de la dilucion del compuesto desnaturali
se reactiva al 100 %, incluso después de haber permanecido 24 h en urea 8 M, la capacidad para

recuperarse después de haber sido inhibida por el Gdn-Cl es limitada,; en este caso, la concentracion
méxima permitida esde 2.8 M.

Cambios en ¢f estado de agregacién inducidos por el Gdn-Cl o Ia urea. Como se menciond en
la introduccion, una caracteristica de 1a glutation reductasa es ¢l hecho de que cada uno de sus sitios
activos se constituyen por residuos de ambas subunidades, por lo que 1a integridad del dimero es un
requisito para la actividad catalitica de la enzima. De acuerdo con ello, y sabiendo que en muchas
proteinas oligoméricas la disociacion precede a la desnaturalizacion [87,88], parecia una hipotesis
plausible que la inactivacion reversible - inducida por cualquiera de los dos compuestos
desnaturalizantes - fuese debida a la disociacion del oligomero nativo en sus monomeros
constituyentes. Con el fin de someter a prucba dicha hipotesis, se procedio a analizar ¢l estado de

| do cc raciones de d turali

agregacion de la glutation reductasa de S. maxima, emp

capaces de provocar la inactivaciéon reversible.
En lo que respecta a la urea, fue necesario analizar todo el intervalo de concentraciones hasta

una molaridad de 8 ya que, como muestra la Fig. 2B, la inactivacion reversible inducida por dicho
compuesto presenta una dependencia menor en comparacion con aquella provocada por el Gdn-ClL.
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Figura 2. Perfiles de la actividad residual (O) y de la reactivacion (@) de la glutation
reductasa en presencia de Gdn-Cl (A) o urea (B). Ambos paréametros se determinaron
como se describié en la seccion metodoldgica. Cada punto representa el promedio de
cinco determinaciones independientes. En ambos cascs se utilizaron controles incubados
on ausencia de! compuesto, y su actividad se tomé como el 100 % de actividad relativa.
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Figura 3. Perfiles de elucidn de Ia giutation reductasa en funcion de ia concentracion de
|

i .
ures. Se preincubaron alicuotas de la proteina (18 ug en 30 uil) durante 24 h en presencia
de ures a la concentracion indicada antes de analizarias por cromatografia de ﬂgracién

como se describié en la seccidén metodologica. Los numeros a la derecha indican ia
concentracion de urea s ia que se obtuvo el perfil correspondiente.
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Figura 4. Abundancia relativa de las especies dimérica (@) y tetramérica (O) en funcién
de la concentracion de urea. Los valores asociados a cada concentracion de urea se
obtuvieron por descomposicion del perfil cromatogréfico correspondiente como se
describié en la seccién metodolidgica. Inserto: Energia libre de disociacién en funcién de’
la concentracion de urea. El valor numérico de la constante de disociacion se obtuvo a

partir de los datos de la abundancia relativa. Cada punto representa el promedio de tres

experimentos.

En la Fig: 3 se muestran los perfiles cromatogrificos de la glutation reductasa obtenidos en presencia
de diferentes concentraciones de urea. Un primer punto que merece ser resaltado es el hecho de que
la enzima nativa, tetramérica, se disocia completamente a dimeros a concentraciones de urea
relativamente bajas. Asi, por arriba de 3 M s06lo se detecta la especie dimérica, y 1a enzima permanece
en este estado de agregacion hasta una concentracion de urca 8 M sin mostrar indicios de
monomerizacion. Al comparar dichos cambios con la actividad residual, llama Ia ion la ausencia
de correlacion entre la pérdida de actividad y la disminucion en la abundancia relativa de la especie
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Figura 8. Perfiles de elucion de la glutatién reductasa a diferentes concentraciones de

Gdn-Cl. Alicuotas de ia proteina (200 ug en 200 ut), previamente incubadas durante 24
h a la concentracion correspondiente de Gdn-C! se cromatografiaron en una columna de
Sephacryl S-300 como se describid en la seccidn metodologica. Las concentraciones
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tetramérica. Si el dimero fuese una especie menos activa - o completamente inactiva - como se dedujo
en un trabajo anterior a partir de experimentos de uitracentrifugacion en gradientes de sacarosa {77],
a caida en actividad residual de 1a Fig. 2B deberia haber ido acompaitada de un at > gradual en
la fraccion dimérica; sin embargo, ello no es asi. En urea 3 M todavia persiste el 75% de la actividad
enzimitica nativa, a pesar de que ¢l unico oligomero presente es el dimero. La Fig. 4 muestra la
abundancia relativa de dimero y tetramero en funcion de la concentracion de urea. A partir de tales
datos se procedio a calcular la constante de equilibrio de la interconversion dimero-tetramero, asi

como los cambios de energia libre correspondientes. El inserto de la Fig. 4 revela una dependencia
lincal del A G respecto de la molaridad de urea.

Por otra parte, el Rs de ambos oligémeros en el intervalo de concentraciones de urea donde
se observa la disociacion, revela que el grado de compactacion de la proteina es practicamente
idéntico at observado en condiciones nativas, sugiriendo la ausencia de cambios conformacionales
grandes. Los resultados anteriores sugieren fuertemente que Ia inactivacion reversible de 1a glutation
reductasa de S. maxima, inducida por la urea, se debe a cambios conformacionales sutiles. La

evidencia espectroscopica que apoya esta conclusion se da en una seccion posterior.
En el caso del Gdn-Cl, no se observaron cambios en la fraccion del tetramero hasta el limite

de concentracion donde se da Ia pérdida reversible de Ia actividad (2.8 M) descartando también, para
este compuesto, que Ja caida en actividad residual sea debida a la disociacion del tetramero en
mondmeros. Al analizar 1a regién comprendida entre 3 y 4 M de Gdn-Cl, donde se da la inactivacion
ireversible por este compuesto (Fig. 2A), los cambios observados en el estado de agregacion de la
enzima fueron espectaculares, sugiriendo que dicha inactivacion va acompafiada de la pérdida de las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de la enzima. En Gdn-Cl 3.5 M - concentracion
correspondiente a la pérdida irreversible del SO % de la actividad -el perfil cromatogrifico de la
glutation reductasa de S. maxima muestra una sola zona, con un radio de Stokes de S nm (Fig. SB);
si bien este valor es muy semejante al calculado para el tetramero nativo, la evidencia espectroscopica
presentada en la siguiente seccion sugiere fuertemente que dicha especie representa una forma
expandida (es decir, parcialmente desnaturalizada) del dimero. A una concentracion mayor de Gdn-Cl
(4M), donde la enzima ha perdido practicamente la capacidad de reactivarse, el perfil de elucién
revelO un patron trimodal (Fig. SC), con Rsde 5, 6.2 y 8.6 nm. Aunque en principio podria concluirse
que bajo estas condiciones existen 3 formas de la enzima cromatogrificamente diferenciables, también



existe la posibilidad de que el pico central fuese el resultado de una zona de reaccion [89-91],
resultante de la interconversion entre dos especies (sea por un proceso de isomerizacion o de
equilibrio entre oligomeros).

A fin de aclarar el punto anterior, se procedio a realizar el siguiente experimento: se
cromatografié una muestra de Ia enzima previamente incubada en Gdn-Cl 4 M; una vez obtenido el
perfil trimodal mencionado, se colectaron por separado las fracciones correspondientes a las zonas
"lider" y "retrasada”, se cc aron hasta ¢l volumen original y se re-cromatografiaron bajo las
mismas condiciones después de una incubacion de 12 h. El perfil cromatogrifico resultante fue, para
ambas fracciones, muy similar al mostrado en la Fig. SC, apoyando asi la existencia de especies
interconvertibles. Por otra parte, para discriminar entre una isomerizacion o un equilibrio entre
oligémeros, se analizé la conducta cromatogrifica de una muestra preincubada en Gdn-Cl 4.5 M,
concentracion que debe favorecer un incremento en la especic méas desnaturalizada. Bajo estas

condiciones, la cromatografia de filtracion reveld un incremento en el pico con un Rsde S nm a
expensas del pico de 8.6 nm. Los resultados anteriores llevan a la conclusiéon de que, entre Gdn-Cl
4 y 4.5 M, la glutation reductasa de S. maxima cxiste bajo la forma de dos especies - que parecen
corresponder al dimero y mondmero - y cuyo grado de desdoblamiento es considerable, a juzgar por
sus Rs.

Finalmente, la enzima preincubada en Gdn-Cl 5 M y analizada por cromatografia de filtracion,
se COmporta COmo una especie Unica con un Rs de 6.8 nm. La [n] de esta especie (41.3 cm3/g),
sugiere que corresponde al monoémero completamente desnaturalizado. De hecho, si se considera el
nimero de residuos que constituyen la cadena polipeptidica en un griafico logaritmico de [nIM,,
versus "n", el dato correspondiente a la glutation reductasa de S. maxima cae sobre la linea que
describe cadenas polipeptidicas en conformacion de "cadena desorganizada®” (random coil) [4].
Cambios en la estructura terciaria. Aunque las conclusiones planteadas en la seccion anterior
respecto del estado conformacional de algunos intermediarios, estuvieron basad lusi en

el grado de exp ion de los mismos - grado de expansion cuantificado como el aumento en ¢l Rs -
Ia evidencia que confirme o rechace tales conclusiones debe provenir de metodologias mis sensibles
a alteraciones de la estructura terciaria. Para ¢l presente trabajo se eligieron tres de tales técnicas:
accesibilidad de grupos sulfhidrilo, cambios en el espectro de emision de la fluorescencia y
electroforesis desnaturalizante en gradientes transversos de urea.




1. Accesibilidad de grupos sulfhidrilo. Cada subunidad de la glutation reductasa de S. maxima, en

ausencia de NADPH, posee dos grupos sulfhidrilo libres [92]); en condiciones nativas uno de ellos es
parcialmente accesible, mientras que ¢ otro sélo se expone en un medio fuertemente desnaturalizante

(por ejemplo, en presencia de SDS). i
Como se menciond en el capitulo anterior, en el caso de Ia ures no fue posible detectar

cambios conformacionales mediante esta técnica; la cinética de titulacion de los grupos sulfhidrilo de
la enzima preincubada en urea 8 M fue pricticamente idéntica a la exhibida en condiciones nativas
(Fig. 6). En contraposicion, en presencia de Gdn-Cl, el comportamiento de los tioles de la enzima fue
radicalmente diferente. La Fig. 6 muestra la accesibilidad diferencial de ambos tioles en diferentes

concentraciones de Gdn-Cl. En 1 M de dicho compuesto, el tiol parcialmente acccesible en Ia enzima

T T

GRUPOS SH / MONOMERO

1
5 10 15 20

TIEMPO (min)

Figura 6. Cinética de titulacidn de los grupos sulfhidrilo de la glutatién reductasa en
presencia de Gdn-Cl. Se incubaron alicuotas de la enzima (208 ug) en presencia de Gdn-
Ci a la concentracion indicada y la reaccién se inicié por adicion de DTNB a una
concentracion final de 1.4 mM. E! volumen total de la mezcia de reaccion fue de 0.7 mil.
Los numeros a la derecha de cada trazo indican la molaridad de Gdn-Ci a la cual se llevé

& cabo la titulacién.
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Figura 7. Espectros de emision de fluorescencia de la glutation reductasa en presencia
de urea (A) 6 de Gdn-Cli (B). Los espectros se registraron después de que las mezclas
enzima-desnaturalizante permanecieron incubadas durants 24 h. La intensidad a la
longitud de onda de! méximo de emision de la enzima nativa (325 nm) se tomdé como el
100 % de fluorescencia relativa. En la gréfica “A" se incluye, con fines comparativos, el
@Speciro de emision de una Mmuestra de la enzima preincubada en Gdn-C! S M. Recuadro:
cambios relativos en la intensidad de la fluorescencia a 354 nm en funcién de |a

concentracién de Gdn-Cl.



nativa incrementa notablemente su reactividad, alcanzando una meseta cuando se completa Ia
titulacion de un tiol por subunidad. Asi, Ia conformacion de la glutation reductasa bajo tales
condiciones es claramente diferente de la proteina nativa.

Al aumentar la concentracion de Gdn-Cl comienza a exponerse el segundo grupo tiol; sin
embargo, la accesibilidad completa de este ultimo s6lo se alcanza en Gdn-Cl 5 M. Es interesante
mencionar que el alineamiento de las secuencias de los péptidos conteniendo cisteinas de la enzima
de Spirulina con la estructura primaria de la glutation reductasa humana [92], sugiere que los dos
tioles titulables podrian localizarse en dominios distintos. Asi, mientras que una de las cisteinas de Ia
enzima de Spirulina se alinea con el Trp 287 de la proteina humana (localizado en el dominio de
union del NADPH), la otra parece cotrespondes a la Val 332 (ubicada en el dominio central). Aunque
no es claro cudl de las dos cistcinas porta el tiol parcialmente accesible, los resuitados de los
experimentos de titulacion con DTNB en presencia de Gdn-Cl sugieren una estabilidad diferencial

de los diferentes dominios de la proteina.

2. Eapectroscopia de fluorescencia. A fin de complementar la informacion suministrada por los

experimentos de titulacion con DTNB, se procedié a estudiar Ia estabilidad conformacional de la
glutation reductasa monitoreando los cambios en el espectro de emision de la fluorescencia. La Fig.
7 muestra los resultados obtenidos, tanto en presencia de urea (A) como de Gdn.Cl (B). A diferencia
de lo obtenido con la cromatografia de filtracion y el DTNB, la espectroscopia de fluorescencia
permitié determinar que la conformacion de la enzima, en presencia de altas concentraciones de urea,
no es exactamente idéntica a la de la proteina nativa. El espectro de emision muestra un corrimiento
hacia el rojo asi como un incremento en la intensidad de 1a emision. En urea 8 M, la longitud de onda
del miximo se localiza en 336 nm, comparado con 325 nm pasra la glutation reductasa nativa; sin
embargo, tales cambios fueron mias espectaculares cuando las mediciones se realizaron en soluciones
de Gdn-Cl (Fig. 7B). A bajas cc raciones del compuesto - hasta aproximadamente 2 M - solo
es detectable un aumento modesto en la intensidad de la emision, sin ningan desplazamiento en la
longitud de onda del maximo caracteristico 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 emisiéon como un corrimiento hacia el rojo. En Gdn-Cl $ M la longitud de onda del maximo de
la emisién se ubico en 354 nm; a esta misma longitud de onda, la intensidad de la emision se

incremento en un 200 %.



El imervalo de concentraciones de dicho compuesto donde se dan los mayores cambios en
la intensidad de la emision, coincide con la pérdida irreversible de 1a actividad. Debe mencionarse en
este punto que la remocion del Gdn-Cl - sea por dilucion o por diilisis - no permitié recuperar ¢l
espectro de emisicn caracteristico de la enzima nativa, si bien el espectro resultante de dicho proceso
tampoco es idéntico al de la enzima desnaturalizada en Gdn-Cl (datos no mostrados).

Al conjuntar los datos de la inactivacion con aquellos resultantes del anilisis de estructura
tevciaria, es claro que la inactivacion ireverssible de la ghaation redu de S por el Gdn-Cl
se debe a Ia pérdida de la estructura nativa como resultado de grandes cambios conformacionales.

3._Elactroforesis desnatunalizante en gradientes transversos de urea. Una técnica interesante para
detoctar cambios conformacionales inducidos por la urea fue introducida por Creighton [38). Dicha
técnica consiste on analizar ol comportamiento de una proteina que migra a través de un gel en el cual
se halla incorporado un gradiente de urea. que es perpendicular a la direccion de migracion de la

(-

UREA (M)

Figura 8. Perfil electrofordtico de i1a giutation reductasa en presencia de un gradiente
transverso de urea. Una alicuota de la proteina nativa (40 ug) fue aplicada en 10 alto de
un gel de poliacrilamida ( 8.5 cm X 9 cm ) en el cual se incorpord un gradiente de uWea
perpendicular a la direccién de migracion de la proteina. La corrida se realizé a 200 vV

durante 1 h.
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proteina. A diferencia de las técnicas anteriores, esta variante de la electroforesis permite un
seguimiento muy detallado de los cambios conformacionales sufridos por la proteina, ya que el
gradiente de urea es continuo y lineal. .
La Fig. 8 muestra ¢l perﬁl electroforético obtenido con la glutation reductasa de S. maxima.
En contraste con lo observado para una gran variedad de proteinas, en las cuales la desnaturalizidcion
inducida por urea da como resultado una disminucion en la movilidad electroforética, la enzima
muestra un aumento en la movilidad a altas concentraciones de urea; dicho aumento no se debe a
cambios conformacionales, sino a la disociacion de la proteina tetramérica en dimeros. Asi, a sltas
concentraciones de urea, la Fig. 8 muestra que la movilidad electroforética de la especie principal es
ia de

pricticamente idéntica a aquella del dimero nativo, lo que confirma nuev ia
cambios estructurales significativos. El perfil difuso en la region de transicion debe atribuirse a la

interconvession dimero-tetramero durante el experimento. Dicha region parece ubicarseentre 3y S

M de usea. :
La informacién suministrada mediante esta técnica cormobora los datos previos acerca de la

notable estabilidad conformacional de la glutation reductasa de S. maxima en soluciones de ureca.

Desafortunadamente el cardcter ionico del Gdn-Cl impide su utilizacion en este tipo de electroforesis.

Cambics en el coatenido de estructura secundaria. De acuerdo con la informacion proporcionada
que per a la categoria

ido de hélices a y laminas

por los estudios cristalogrificos, la glutation reductass es una prc
a/p [69]. En el caso particular de la enzima de eritrocito n y, el cc
B es de 31 % y 32 %, respectivamente [64,69]. Aunque para la glutation reductasa de S. maxima no

se dispone de Ia estructura tridimensional, Ia existencia de métodos de prediccion basados en el
da del por j

espectro de DC en el ultravioleta cercano, permite hacer una estimacion aprc
de cada tipo de elemento de estructura secundaria. En la Fig. 9 se incluye el espectro correspondiente
ala enzima de S. maxima en condiciones nativas; con base en los valores de elipticidad por residuo
se calculd un 23 % de hélice a y 24 %% de lamina B. Si bien dichos valores son inferiores a los
reportados para la enzima humana, debe considerarse que el método utilizado muestra una

incertidumbre considerable, amén de la enorme distancia evolutiva entre ambas especies.
Como era de esperarse por los resultados obtenidos mediante técnicas de transporte de masas
y fluorescencis, la urea no ejercio ningun efecto sobre la estructura secundaria de la glutatién

reductasa. Segun se muestra en la Fig. 9A, los cambios sobre la clipticidad de la enzima en urea 9 M
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Figura 9. Gspectros de DC en e! UV lejano de la giutatiéon reductasa en presencia de wrea
(A) o Gdn-Cli (B). Antes de lievar a cabo el registro de cada espectro, se preincubaron
alicuotas de Ia enzima (150 yg en 1 Mml) durante 24 h en presencia del compuesto
desnaturalizante a la concentracion indicada. Los numeros sobre las curvas indican la
concentracion de Gdn-Cl a la que se registrd el espectro correspondiente. Por claridad,
86i0 8@ Muestran ios espectros a3 M, 3.7 My S M. Recuadro: curva de transicion medida
por los cambios de elipticidad & 220 nm. En el caso de la urea, s6lo se muestran (os
espectros de la enzima nativa (— ), enurea3M( ) )yenwea 9IM( O ).
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son apenas perceptibles; en contraste, la incubacion en soluciones de Gdn-Cl resulté nuevamente en
una transicion entre la especie nativa y la desnaturalizada (Fig. 9B). El intervalo de concentraciones
donde se da dicha transicién es coincidente con los resuftados obtenidos mediante espectroscopia de
fluorescencia. De acuerdo con ello, parece razonsble concluir que los cambios sufridos por Ia enzima
durante la desnaturalizacion implican la pérdida simultinea de las estructuras secundaria y terciaria.
Por otra parte, los espectros de DC a concentraciones por debsjo de Gdn-Cl 2 M fueron
pricticamente idénticos al de la proteina nativa, sugiriendo nuevamente que la inactivacion reversible
inducida por el Gdn-Cl implica cambios conformacionales sutiles que no involucran ls pérdida de
clementos de estructura secundaria. En este sentido, cabe sefialar que los porcentsjes de hélice « y
limina P, evaluados a parstir de los espectros obtenidos en soluciones de Gdn-Cl por debajo de 3 M,
fueron idénticos a los porcentajes correspondientes a la enzima en condiciones nativas.
Inactivacién térmica. Como s¢ demostro en las secciones anteriores, la inactivacion reversible de
la glutation red de S. inducida por desnaturalizantes quimicos s¢ da sin grandes
alteraciones de la estructura nativa. A fin de comparar tales observaciones con el efecto producido
por el calor, se procedio a determinar la actividad enzimética en funcion de la temperatura. La Fig.
10 muestra que durante el calentamiento gradual (1°C/min) de una alicuota de la glutatién reductasa,
la actividad se mantiene sin cambio hasta los 60°C. Por arriba de este valor se observa una
inactivacion que se extiende hasta los 76°C, alcanzando el 50 % de la misma a 71°C; sin embargo,
cuando se incubd ia enzima S min en cada una de las temperaturas muestreadas, se observé una

menor termoestabilidad, con una 77, de 67°C.
El calentamiento de la proteina en presencia de GSSG no altero la estabilidad térmica de ia

actividad enzimitica, ni siquiera a una concentracion de 5 mM, equivalente a 40 veces la KX (Fig.
10). En contraste, ¢l NADPH ecjercio un efecto notable, ya que a una concentracion de SO0 uM
(aproximadamente 3S veces la Km), la 7, se desplazd hasta los 44°C e incluso en NADPH 60 uM,
1a disminucion en la termoestabilidad fue considerable (7, = 47°C). ]

La capacidad de la glutation reductasa para recuperar la actividad basal después de haber sido
calentada fue pricticamente nula. En la Fig. 11 se muestran los resultados de un experimento
disefado con tal propdsito. Alicuotas de la enzima que permanecieron a 4°C después de haber sido
calentadas a 73°C durante periodos variables, no mostraron ningun incremento en actividad en
comparacion con aquellas cuantificadas en el momento mismo del calentamiento.
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Figura 10. Inactivacion térmica de Ia glutation reductasa de Spiruline maxima. Se diluyeron
12.3 pg de proteina en 280 mi de amortiguador y la mezcia se colocd en un bafio de agua
que se calentd graduaimente desde temperatura ambiente en ausencia ( @ ) © en
presencia ( A ) de NADPH SO0 uM. A determinadas temperaturas se extrajeron alicuotas
y se les ensayd la actividad residua! a temperatura ambiente. La actividad enzimética a
26°C se tomé como e! 100 % de actividad residual. Siguiendo un protocolo idéntico se
analizd e! efecto del GSSG 5 mM sobre la termoestabilidad de la enzima ( O ).

Calorimetria diferencial de barrido. De acuerdo con los datos suministrados por los experimentos
de inactivacion térmica, es claro que la glutatién reductasa pierde completamente su capacidad
catalitica por arriba de los 76°C. La irreversibilidad de dicha inactivacion sugiere, en principio, que
la proteina ha sufrido cambios conformacionales significativos. Sin embargo, de los resultados
mostrados en la seccion previa no es posible concluir nada definitivo en este sentido.

Con el propésito de correlacionar dichos resultados con posibles cambios estructurales de la
proteina, se procedio a analizar la conducta calorimétrica de la enzima. En la Fig. 12 se puede
observar el perfil calorimétrico de la glutation reductasa de S. maxima determinado a pH neutro. Una
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Figura 11. Capacidad de reactivacion de la glutation reductasa inactivada por calor. Se
calentd una solucion de |a enzima desde temperatura ambiente siguiendo el protocolo
descrito en la seccion experimental. Al liegar a 73°C se extrajeron alicuotas a diferentes
tiempos y se les determind la actividad residual ( @ ) © bien se incubaron a 4°C por 24
h y entonces se ensayod la actividad enzimética ( O ). .
primera caracteristica digna de mencionarse es la forma asimétrica del trazo, que sugiere que en la
desnaturalizacion térmica de la proteina deben estar implicados méas de dos estados en la transicion.
En segundo lugar, la region donde se localiza la endoterma parece coincidir con el intervalo de
temperaturas donde se da la inactivacion; sin embargo, es necesario considerar 1a diferencia en las
concentraciones de proteina utilizada en ambos casos. En este sentido, esta establecido que para las
proteinas oligoméricas la 7i» muestra una dependencia proporcional a la concentracion de proteina,
‘debido a la energia extra invertida en la disociacion de las subunidades constituyentes [93]. Sin
embargo, cuando se analizo el efecto de dicha variable sobre 1a 7m de 1a glutation reductasa de S.
maxima, no se observo una tendencia consistente con lo esperado. A concentraciones de proteina de
0.7, 1.4 y 2.5 mg/ml, las 7m fueron de 74.6°C, 74.4°C y 76.4°C, respectivamente.

Por otra parte, la transicion calorimétrica resultd ser completamente irreversible. Una muestra
de la proteina calentada hasta 80°C, enfriada y vuelta a analizar en el calorimetro no mostré ninguna
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endoterma. Tal observacion excluye el empleo de los métodos de la termodinamica del equilibrio para
ol andlisis de los dstos. Pese a ello, ¢s posible ob infor ion sobre la desnaturalizacion térmica
de la proteina, asi como del proceso irreversible, a pastir de la dependencia de los parimetros
termodinamicos respecto de la velocidad de calentamiento. El modelo mis sencillo para una

desnaturalizacion térmica con estas caracteristicas, implica la conversion del estado nativo (N) a una
forma final (F) mediante un proceso cinético de primer orden [94] de acuerdo con el siguiente

esquema:
&
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Figura 12. Perfil calorimétrico de la glutation reductasa. Se colocd una muestra de a
proteina en ia celda de! calorimetro y se calentd graduaimente como se describié en ia

seccion experimental.
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En este caso, a partir de cada trazo calorimétﬁcoesposibleobténerelvalotdel.conltule
de velocidad de la etapa irreversible, a una temperatura dads, mediante la ecuacion:

Cp

k(T)=v
Qr-Q

donde v representa la velocidad de barrido; Cp es el exceso de capacidad calorifica; 7 corresponde
al calor total de la endoterma y ( al calor liberado hasta una cierta temperstura [31]. En el caso
particular de la glutation reductasa de S. maxima, los experimentos calorimétricos llevados a cabo
a diferentes velocidades de calentamiento demostraron efectivamente una dependencia de los
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Figura 13. Perfiles calorimétricos de ia glutation reductasa obtenidos a diferentes
velocidades de barrido. Se colocaron alicuotas de la proteina (0.7 mg/mi) en ia celda
calorimédtrica y se calentaron siguiendo el protocolo descrito en |a seccién experimental.
Las velocidades de calentamiento utilizadas, en K/min fueron: 1) 0.5;2)0.75;3) 1 4)

1.5.
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Figura 14. Grifica de Arrhenius construido con jas constantes de velocidad obtenidas a
partir de los perfiles calorimétricos de la Fig. 13. (r = 0.99 ). ([(]) 0.5 K/min; (O) 0.75

Kmir; ( @ ) 1 K/min; ( 2\ ) 1.5 K/min.
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Figura 1S b. Patrones electroforéticos de la glutation reductasa después de haber sido

entrecruzada a diferentes temperaturas en la region donde ocurre la transiciéon
calorimétrica. Las temperaturas analizadas fueron: A) enzima entrecruzada a 20°C, E)

68°C, 1) 70°C, J) 72°C, K)74°C, L) 76°C, M) 78°C, G) marcadores de masa molecular



parimetros termodinamicos respecto de dicha velocidad (Fig. 13), lo que sugiere que el proceso de
desnaturalizacion térmica de esta protcina es controlado cinéticamente debido a la exi ia de

etapas irreversibles.
Con la informacién asi obtenida, es posible calcular la energia de activacion del proceso

irreversible a partir de un grifico de Arrhenius. Los datos correspondientes a las cuatro velocidades
de barrido utilizadas se muestran en la Fig. 14. Es claro que los cuatro conjuntos de datos se ajustan
razonablemente bien a una sola linea recta, lo que sugiere que ¢l modelo utilizado explica la conducta
calorimétrica de la glutation reductasa de S. maxima en forma adecuada. A partir de la pendiente de

Ia grifica se obtiene una energia de activacion de 411 k¥/mol.
A fin de estimar la magnitud del cambio de entalpia molar, fue necesario conocer el estado

oligomérico de Ia enzima en el intervalo donde se da la transicion térmica; para ello, se lievaron a
cabo experimentos de entrecruzamiento covalente en combinacion con electroforesis desnaturalizante
en SDS. La Fig. 15 a muestra los perfiles electroforéticos determinados a temperaturas inferiores a
aquellas del intervalo de la transicion. Puede verse que el calentamiento gradual de la proteina da
como resultado la disociacion del tetramero de tal manera que, previo a la desnaturalizacion, la unica
especie existente es ¢l dimero. Ademis, en ia region correspondiente a la endoterma no se observa
un incremento en la abundancia relativa del monomero (Fig. 15 b), lo que sugiere fuertemente que
Ia desnsturalizacion térmica de Ia glutation reductasa de S. maxima no va acompafiada de un evento
disociacion y explica ademis la no dependencia de la 7m respecto de la concentracion de proteina.
En la Fig. 15 b puede verse ademias que la proteina desnaturalizada tiene una fuerte tendencia a
agregarse.

Con base en los resultados anteriores, los datos calorimétricos se ajustaron a una proteina
dimérica con una Afr de 96 kDa [76]). Cuando tales valores se graficaron en funcién de la velocidad
de calentamiento, se obtuvo el perfil mostrado en Ia Fig. 16, que muestra una tendencia del AH_, a
alcanzar asintéticamente un valor miximo a altas velocidades de calentamiento. Dadas las limitaciones
instrumentales de los calorimetros actuales, no es posible alcanzar velocidades de barrido mayores
a 2 grados/min, sin embargo, a partir de un regrifico de AH_, versus 1/v [95] es posible hacer una
estimacion del cambio de entalpia en ausencia del proceso irreversible por extrapolacion a velocidad
de calentamiento infinito. El inserto de la Fig. 16 muestra dicho regrifico con los datos calorimétricos
de l1a glutation reductasa. A partir del intercepto se obtuvo un valor de 1.807 MJ/mol. A fin de
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comparar este parimetro con los valores correspondientes a otras proteinas, fue necesario expresar
el valor anterior por gramo de proteina - es decir, el cambio de entalpia especifico -. Al hacerio asi,
se obtuvo un valor (18.8 J/g) significativamente menor al reportado para las proteinas que sufren una
desnaturalizacion completa [96]. Asi, parecia factible que Ia transicion endotérmica observada en el
calorimetro para la glutation reductasa de S. maxima fuese el resultado de una desnaturalizacion
parcial de la proteina.

Para verificar o descartar el punto anterior, s¢ procedi® a analizar ¢! proceso de
desnaturalizacion térmica de la glutation reductasa, siguiendo los cambios de clipticidad durante el
calentamiento gradual de la proteina. Como se muestra en la Fig. 17, el patrdon observado apoya la
w&mmm.Tmohfomdchmath“Mthe
elipticidad, sugieren que la proteina solo sufre una pérdida parcial de sus elementos de estructura
secundaria al ser calentada; ademis, el espectro residual de la proteina al final de Ia transicion,
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Figura 16. Dependencia del AH,, respecto de |a velocidad de calentamiento. Cada valor
fue obtenido por integracién del perfil calorimétrico correspondiente. Recuadro: grifica de!l
AH,, en funcién del reciproco de la velocidad de calentamiento ( r = 0.985 ).




determinado a 80°C, revela un pesfil muy similar a aquel de ia proteina nativa (inserto de la Fig. 17).

Cuando el experimento anterior se repitio en presencia del Gdn-Cl a concentraciones
inferiores a aquellas que inducen la desnaturalizacion, el resultado obtenido fue muy diferente; bajo
estas condiciones, el registro de la elipticidad mostré una transicion cooperativa completa, mientras
que ¢ espectro de Ia proteina asi calentada fue muy semejante a aquél de una muestra desnaturalizada
por Gdn-C1 (recuadro de la Fig. 17). A concentraciones inferiores a Gdn-Cl 2.8 M se obtuvicron los
mismos resultados cualitativos; sin embargo, se observo una dependencia notable del AH y la 7w

respecto de la concentracion de desnaturalizante (datos no mostrados).
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Figurs 17. Elipticidad a 222 nm de la glutatién reductasa en funcion de la temperatura. Se
coloctd una muestra de la proteina (0.15 mg/ml) en la celida de! espectropolarimetro en
ausencia (A) o en presencia (B) de Gdn-Cl 2.8 M y se calentd desde temperatura
ambiente. La sefial se registré en forma continus. Recuadro: Espectro de DC en el UV
lejano de ia giutation reductasa desnaturalizada por calor en ausencia del Gdn-Cl (---).
El espectro fue registrado a 80°C despues de que la enzima habia sido calentada
graduaimente como se describié. Para fines comparativos se incluyen también ios

espectros de la enzima nativa ( ) y desnaturalizada en GAn-CISM (------- ).

- 38 -




Efecto del NADPH sobre la tramsicién calorimétrica. Como se¢ demostré anteriormente, el
- NADPH e¢jerce un efecto notable sobre la termoestabilidad de Ia enzima cuando el parametro
monitoreado ¢s la actividad enzimitica. Con el propdsito de determinar si dicho sustrato es también
capaz de provocar cambios en la conducta calorimétrica de la enzima, se procedio a analizar el efecto
del NADPH sobre la desnaturalizacion térmica de ia glutation reductasa de S. maxima. La Fig. 18
muestra el perfil resultante de tal experimento. Comparado con el trazo obtenido en ausencia de
' NADPH (Fig. 12). el cambio provocado por el nuclestido resulta espectacular. Tanto el intervalo de
3 temperaturas donde se da la transicién, como la magnitud del AH,, son claramente diferentes. Es
- interesante observar que la T, - derivada de los experimentos de inactivacion térmica en presencia
del NADPH - no coincide con la 7w resultante del experimento calorimétrico. A partir del érea bajo
la curva se calculé un AH,, de 1.04 MJ)/mol.

Debido a que el GSSG no modifico el perfil de inactivaciéon térmica de la enzima, se decidié

no analizar su efecto sobre la transicion calorimétrica.
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r Figura 18. Perfil calorimétrico de la glutation reductasa en presencia de NADPH. Se colocd
. una muestra de la enzima (1.4 mg/ml) en la ceida del calorimetro y se calentd en
; presencia de NADPH SO0 uM como se describio en la seccion experimental
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DISCUSION

El empleo de agentes desnaturalizantes ha sido de gran utilidad en el estudio de las proteinas,
ya que ha permitido obtener una gran cantidad de informacion respecto de ia estabilidad de tales
macromolécuias [11,28,94]. El objetivo final de dichos estudios es doble: por una parte, dilucidar los
principios que gobiernan e} plegamiento de las cadenas polipeptidicas, desde una conformacion de
cadena desorganizada (random coil) hasta la conformacion altamente estructurada caractesistica del
estado nativo; en segundo término, obtener informacion cuantitativa respecto de los parimetros
termodinémicos propios de cada proteina. Con la introduccién de ja tecnologia de la Biologia
Molemhrue!nzoponblebcre.méndenmumacommhdos. 1o que ha permitido evaluar, en el caso
de algunas proteinas simples, la imp ia de icidos especificos en la estabilidad giobal
{97,98). Pese a ello, Ia respucata a Ia primera pregunta parece aun lejana.

El presente trabajo se circunscribe a indagar en la estabilidad de una proteina particular: Ia
glutation reductasa. La informacion previa disponible, aunque dispersa, escasa y restringida a evaluar
1a estabilidad en funcion de la actividad enzimitica, apuntaba a una proteina relativamente estable
{57,59,73}. Los datos obtenidos con Is enzima de S. maxima refuerzan dicha observacion.

Un primer aspecto que llama la atencion es la gran tolerancia de Ia capsacidad catalitica de la
glutation reductasa a la urea (Fig. 2B). En este sentido, es importante sefialar que los datos

.colectados se obtuvieron con soluciones de la enzima previamente incubadas durante un periodo
prolongado - hasta 24 h - en presencia del agente desnaturalizante, por 10 que se supone representan
condiciones en equilibrio. Si bien la actividad residual es de s6lo 8 % en urea 8 M, la enzima se
recupera completamente por dilucién del compuesto desnaturalizante. La informacion estructural
recabada revela que el “status” conformacional del intermediario inactivo es muy semejante al del
estado nativo, sugiriendo que la pérdida de la actividad se debe a una alteracion estructural muy sutil
y no a una desnaturalizacion reversible. Aunque el Gdn-Cl a bajas concentraciones también da lugar
a una inactivacion reversible sin cambios conformacionales significativos (Fig. 2A), 1a naturaleza
estructural del intermediario involucrado debe ser diferente respecto de aquel observado en

imentos de

btenidos en los exp

soluciones de urea. Esta conclusion deriva de los resultados ¢
accesibilidad de los grupos tiol de la proteina y de espectroscopia de fluorescencia (Figs. 6y 7)

Los resultados anteriores pueden explicarse a Ia luz de un modelo que supone que una region
local de la proteina adquiere la conformacion de un intermediario extendido, como ha sido descrito
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por Freire [99]; en dicho intermediario, las interacciones terciarias locales estan perturbadas,
manteniendo intactas las estructuras secundarias. Obviamente, las regiones afectadas de la enzima
deben ser difer 3, ya sea que la inhibicion se deba a la urea o al Gdn-Cl. Para algunas proteinas se
ha demostrado, mediante estudios de intercambio de hidrogeno [100,101], la existencia de
conformaciones muy semejantes al estado nativo en equilibrio con este altimo, incluso en ausencia

de agentes desnaturalizantes. Los datos mostrados en el presente trabajo sugieren que, para el caso
, existen al menos dos de tales conformaciones.

de la glutation reduct. de S.
Los resultados de la inactivacion reversible también sugieren que existen regiones de la

proteina cuya estabilidad es inferior a la de la proteina como un todo. Si bien resulta atractivo
proponer que la inactivacion reversible es consecuencia de la menor estabilidad de alguno de los
dominios de la enzima, no es claro si tal inactivacion se debe a una perturbacion localizada en uno
ion introductoria, ¢s probable que dichas regiones

o més dominios. Como se ioné en la
labiles involucren al sitio activo y/o los sitios de union de los sustratos, ya que estas se caracterizan

por presentar un elevado grado de flexibilidad.

Desde el punto de vista termnodinamico, Ia estabilidad de dichos intermediarios parece ser muy
semejante entre si y marginal. La Fig. 19 muestra la dependencia del AG, correspondiente a la
transicion N = [, respecto de la concentracion de desnaturalizante. La extrapolacion a concentracion
cero revela valores de 2 kcal/mol y 1.55 kcal/mol para los intermediarios observados en urea y Gdn-
Cl, respectivamente. Aunque el andlisis termodinimico basado en los datos de inactivacion-
reactivacion no es estrictamente vilido, puede suponerse que la pérdida gradual de la actividad se
debe a un desplazamiento del equilibrio entre dos conformaciones muy semecjantes - como se
menciond anteriormente - una de las cuales es completamente inactiva.

Un punto que no se debe pasar por alto es el relacionado a la actividad enzimitica de ambos
oligémeros; en este sentido, los datos de la inactivacion con urea parecen concluyentes, sugiriendo
que tanto el dimero como el tetramero presentan la misma actividad especifica. Asi, en el intervalo
de concentraciones donde se da la disociacion del tetramero en dimeros, no se observa una caida
correspondiente en la actividad. En urea 3 M, donde el unico oligémero detectable es ¢l dimero (Fig.
4), la actividad residual es de aproximadamente 70 %, sin que se observe una discontinuidad en la

curva de actividad residual (Fig. 2B). De hecho, el unico cambio estructural significativo que
la disociacion del tetramero en

acompafia a la inactivacion inducida por urea es pr
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Figura 19, Estabilidad termodindmica de los intermediarios observados en soluciones de
urea y Gdn-Cl. Cada punto se obtuvo a partir de los datos de aclividad residual mostrados
en la Fig. 2, tanto para la urea ( @ ) como para el Gdn-Cl ( O ). Los coeficientes de
correlacion son -0.995 y -0.984 para urea y Gdn-Cl, repectivamente.

dimeros. Dicho cambio contrasta con la estabilidad del tetramero en soluciones de Gdn-Cl a
concentraciones comparables a aquellas donde 1a urea promueve la disociacion. Aunque "a priori”
este resultado puede parecer sorprendente, dado el mayor poder desnaturalizante del Gdn-Cl, debe
tenerse presente ¢l caracter idnico de este ultimo. En este sentido cabe sefialar que el tetramero
retiene su estructura cuaternaria en presencia de NaCl 2 M [78] y que, como se menciond en Ia
seccién introductoria, el fosfato inorgénico favorece su agregacion [78]. Parece razonable suponer
que en la estadilidad del tetramero, las interscciones hidrofébicas juegan un papel esencial.

La variaciéon de la energia libre de disociacion de la glutation reductasa respecto de la
concentracion de urea (inserto de Ia Fig.4), es significativamente mayor que aquella reportada para
ia hemoglobina humana [102]. Si se considera el hecho de que en condiciones nativas el grado de
disociacion de la glutation reductasa de S. maxima ¢s mayor que el de la hemoglobina, y suponiendo
que el arregio de subunidades en ambas proteinas sea ¢l mismo - tetrameros con simetria D, - podria
plantearse la hipétesis de que la dependenci i da esta dada por las interacciones del area de




interface que estabilizan al tetramero cofrespondiente. De acuerdo con ello, a mayor érea de interface
menor sera la variacion de la constante de disociacion respecto de la concentracion de ures (dada por

1a pendiente del grifico AG versus [urea)). Desafortunadamente, aunque se conoce en detalle el érea
de interface de un cierto namero de proteinas tetraméricas [103), no existe informacion respecto a
la estabilidad de su estructura cuaternaria en soluciones de urea, con excepcion de Ia hemoglobina
humana.

Al comparar los resultados de los experimentos electroforéticos y cromatogréficos en
presencia de urea (Figs. 3 y 8), se pone de manifiesto que no hay coincidencia en el intervalo de
concentraciones donde se observa la disociacion. Mientras que los perfiles cromatogrificos muestran
que dicho proceso ocurre entre 0.5 M y 2 M, el patron electroforético sugiere que la disociacion se
da a mayores concentraciones. Aunque tales obscrvaciones podrian sugerir incongruencia en la
conducta de la glutation reductasa, debe tencrse presente la magnitud del tiempo que la enzima
permanecié en contacto con la urea antes de cada experimento. En la electroforesis la proteina nativa
fue colocada directamente sobre el gel, sin contacto previo con la urea; en cambio, las muestras
aplicadas a Ia columna cromatogrifica fueron preincubadas durante 24 h en la concentracion
correspondiente de urea. En el primer caso, no hubo tiempo suficiente para que el sistema llegara al
equilibrio en todo el intervalo de concentraciones.

En contraste con el tetrimero, es digno de mencionar la gran estabilidad que exhibe Ia
interface entre subunidades en el dimero. En la glutation reductasa de eritrocito humano dicha
interface estd constituida por dos regiones de contacto, una “superior” y una “inferior”, con un érea
total de 3400 A? por subunidad [67]. Cabe sefialar que los residuos localizados en la region superior
muestran una identidad elevada (92 %) entre la enzima humana y la de £. coli; en contraste, Ia
identidad de la region inferior es de solo el 37 % [67). Existen evidencias que sugicren que la
contribucién de la region superior de la interface a la estabilidad del dimero, es mucho mayor que Ia
de la region inferior (constituida por extensiones del dominio de unién del FAD); asi, mientras que
el drea de superficie oculta por la region supcrior es de 2100 A?, la correspondiente a la region
inferior es de sélo 1200 A. Por otra parte, los estudios cristalogrificos también han puesto de
manifiesto que los residuos que contribuyen a la region inferior exhiben una elevada flexibilidad [67).

Los resultados obtenidos en e presente trabajo revelan que la interface de la proteina dimérica
es notablemente resistente a Ia disociacion. Aunque en Gdn-Cl1 S M la proteina se comporta como un
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mondmero desnaturalizado, a concentraciones inferiores - entre 4 y 4.5 M - existe un equilibrio entre

el monémero y el dimero parcialmente desnaturalizados (Fig. SC) sugiriendo que la disociacion en
Es dor sugerir que en el

monomeros es concomitante con la desnaturalizacion de la prc
dimero parcialmente desdoblado, es la region superior de la interface de contacto la que se mantiene
intacta. Los experimentos calorimétricos pusieron de manifiesto que, mis que disociarse, ¢}
desdoblamiento parcial de las cadenas polipeptidicas va acompaiiado de su agregacion (Fig. 15b). Asi,
en Gdn-Cl, la transicion al estado desnaturalizado involucra cambios simultineos en las estructuras
cuaternaria, terciaria y secundaria, que se traslapan con la pérdida irreversible de la actividad. De
particular interés es la existencia de diversos intermediarios, cuyo grado de desnaturalizacion
depende de la concentracion del Gdn-Cl, como revelan los resultados de los experimentos
hidrodindmicos y espectroscopicos. En 3.5 M, la Gnica especie d able correspondié a una forma

parcialmente desdoblada del dimero, que en Gdn-Cl 4 M muestra ya un grado considerable de
os. La existencia de una zona de reaccién intermedia en el perfil

disociacién en moné
cromatogrifico sugiere que el equilibrio entre el monomero y el dimero parcialmente desdoblados es

relativamente répido. A pesar de que en Gdn-Cl 4.5 M la glutation reductasa ha perdido
completamente la capacidad de reactivarse, los intermediarios observables bajo estas condiciones no

han liegado todavia al estado completamente desnaturalizado.
Los resultados experimentales, concernientes a la inactivacion y desnaturalizacion de la

glutation reductasa de S. maxima inducida por urea o Gdn-Cl, pueden ser integrados en el siguiente

esquema:
2M,* ~ 2M, - M, = M* -~ 2D, = 4D
En este modeio, M, y M, representan las formas dimérica y tetramérica, respectivamente, de
Ia enzima nativa, gientras que M,* y M,* son conformaciones inactivas de las mismas, en equilibrio
con los correspondientes conformeros nativos. La adicion de Gdn-Cl incrementa la estabilidad de
M,*, de tal manera que a concentraciones superiores a 1.2 M el equilibrio ha sido completamente

desplazado en favor de dicha especiec. De manera similar, la presencia de urea desplaza el equilibrio
ie d ble h la maxima concentracion

nativo hacia M,*, siendo esta ultima la uni p
analizads de urea. Por otra parte, M,* se mantiene como la unica forma detectable de Ia enzima en



soluciones de Gdn-Cl hasta que este compuesto alcanza una concentracion de 2.8 M, condicion que

favorece la disociacion del intermediario tetramérico en dimeros (D,). Sin embargo, la conformacion
del intermediario dimérico es claramente diferente de aquella de M, *, y su grado de desdoblamiento
se incrementa con la concentracion de Gdn-Cl. En 4 M muestra ya un grado considerable de

disociacion en mondmeros parciaimente desnaturalizados. Como se discutio anteriormente, llama la

atencion la gran estabilidad de la interface del dimero, lo que permite que la disociacion y la

desnaturalizacion se traslapen en el mismo intervalo de concentraciones de Gdn-Cl, estableciéndose
un equilibrio entre las conformaci parcial d alizadas de dimero y monémero.

Finalmente, en soluciones de Gdn-Cl cercanas a S M, la especie mas estable - y Gnica bajo dichas
condiciones - esté representada por la forma desnaturalizada del monémero (D).

(A que se debe la notable estabilidad estructural de la glutation reductasa en soluciones de
urea? No debe olvidarse que los resultados del presente trabajo fueron obtenidos a pH 7.0, condicion
que maximiza la resistencia de las proteinas frente a agentes desnaturalizantes [11,28). Se ha
propuesto que la estabilidad conformacional de una proteina esta determinada por la flexibilidad de
l'a cadena polipeptidica [104]), de tal manera que conforme ésta se incrementa, aumenta la
susceptibilidad frente a los agentes desnaturalizantes. Si bien no es el comportamiento esperado,
existen reportes de enzimas que son notoriamente estables en presencia de urea [105-106]. Asi, en
el limite de solubilidad de la urea (10 M), Ia lisozima sélo se desnaturaliza en un 25 % [105]), mientras
que Ia endoglucanasa de Clastridium thermocellum retiene la conformacion nativa después de 6 h en
urea 8 M [106].

En lo que respects a la deshaturalizacion térmica de Ia glutation reductasa de S. maxima, hay
varios aspectos que merecen ser analizados. En primer lugar, resulta interesante que la especie
involucrada en la transicion calorimétrica sea el dimero; en este sentido, el anilisis electroforético de
las muestras entrecruzadas a diferentes tempersturas es concluyente (Fig. 15b). Aunque en un trabajo
anterior se demostré que el calentamiento de la enzima a pH 7.7 resultaba en la disociacién del
tetrdmero [77], l0s experimentos calorimétricos de Ia presente investigacion fueron realizados a pH
7.0, por lo que resultabs esencial verificar dicho punto. Al comparar los resultados obtenidos a ambos
valores de pH, se pone de manifiesto que el intervalo de temperaturas donde ocurre la disociaciéon
es mayor a pH neutro que a pH 7.7, revelando la mayor estabilidad del tetrémero a pH 7.0.

En segundo lugar, cabe sefialar el caracter parcial de la desnaturalizacion térmica. La

- 45 -~



retencion de un porcentaje significativo de estructuras secundarias en la enzima calentada a 80°C, asi
como la observacion de una transicion cooperativa en presencia de concentraciones relativamente
bajas del Gdn-Cl, apoyan dicha conclusion. La persistencia de estructura residual en las proteinas
desnaturalizadas por calor parece ser un fendmeno frecuente, tanto en proteinas monoméricas como
oligoméricas [33-35]. En el caso de la glutation reductasa de S. maxima, 1a naturaleza parcial de la
transicion parece deberse a ia agregacion de las cadenas polipeptidicas parcialmente desdobladas; este
ultimo fenomeno parece explicar también el caricter cinético del proceso, que se manifiesta en la
dependencia de Ia 7w y el AH_, respecto de la velocidad de calentamiento. Para estos casos
complejos, dicha variable determina la abundancia relativa de cada especie - nativa, parcialmente
desdoblada y final - al terminar la transicion. Ya que es de esperar que la agregacion sea un proceso
exotérmico, se entiende que a mayor velocidad de calentariento mayor sea la magnitud del AH,,.
El modelo que se presenta a continuacion parece ser consistente con las observaciones
experimentales asociadas con la desnaturalizacion térmica de la glutation reductasa:

& A, Dn
M, - 2M, - 20, =
&, 5T Dn’

siendo M, y M, las especies tetramérica y dimérica, respectivamente; U, representa el estado
pueiMde.@obModeldirm,nianuqueDnyDn' corresponden a diferentes agregados de
este ultimo. El modelo propuesto requiere que las constantes de velocidad &, y &, sean mucho
mayores en relacion con &, de modo que &, esta asociada con la etapa limitante de la velocidad del
proceso. Ademds, para explicar la dependencia de los pardmetros tenmodinamicos (AH , y Tw)
respecto de la velocidad de calentamiento se postula que el estado al que liega 1a enzima al finalizar
1a transicion esth representado por una mezcla de Dn y Dn’, cuyas proporciones variarin dependiendo
de dicha velocidad. Para ¢llo es necesario que, en cierto intervalo de temperaturas, ¢l proceso que
conduce a Dn sea preferido sobre aquel que lleva a Dn’, y que se invierta la preferencia en otro
intervalo. Ello implica que las energias de activacion para ambos eventos sean diferentes (es decir,
pendientes diferentes de sus grificos de Arrhenius).

En relacion al origen de la irreversibilidad en la transicion del estado nativo al desnaturalizado
de la glutation red de S. / sea inducida por compuestos quimicos o por calor, debe

tenerse presente, en primer lugar, que se trata de una proteina compleja constituida por cuatro
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cadenas polipeptidicas organizadas en cuatro dominios estructurales. Asi, ¢l desdoblamiento parcial
o total de cualquiera de estos ultimos podria resultar en la exposicion de regiones con un elevado
contenido de residuos hidrofobicos, 1o que daria lugar a su agregacion para formar complejos de
manera irreversible. Esta posibilidad puede aplicarse a la desnaturalizacion térmica de la enzima,
explicando la retenciéon de un porcentaje significativo de estructura organizada. En el caso de la
desnaturalizacion inducida por Gdn-Cl, si bien el caracter total de la misma debe resuiltar en una
exposicion considerablemente mayor de #érea hidrofobica, la estabilizacion de las cadenas
polipeptidicas desdobladas por el Gdn-Cl evita su agregacion.

Por otra parte, puede descartarse la posibilidad de que Ia isTeversibilidad observada con el
Gdn-Cl sea debida a Ia adopcion de conformaciones "erroness” por intercambios tiol-disulfuro, ya
que la adicion de P-mercaptoctanol a las mezclas de desnaturalizacion-renaturalizacion no resultoé
en ningan incremento en el porcentaje de reactivacion. Es claro, entonces, que deben buscarse
hipitesis altemativas para explicar la irreversibilidad de la deanaturalizacion. En este sentido, sc sabe
que la readopcion de la configuracion costecta de los enlaces polipeptidicos (cis o trans), en los cuales
estén involucrados residuos de prolina, es un proceso lento y constituye una etapa limitante en el

replegamiento hacia Ia conformacion nativa [107,108]. Si consideramos que en cada subunidad de
hay 8 residuos de prolina [76), esta ultima hipdtesis aparece

Ia glutation reduct de S.
como probable. .

Una Gltima alternativa para explicar Ia irreversibilidad se basa en la existencia de codones poco
frecuentes, localizados en aquellas regiones del RNA mensajero que codifican a los segmentos

polipeptidicos “interdominio™. Se cree que durante la sintesis in vivo de ciertas proteinas, los codones
ionales”, dando tiempo al dominio recién sintetizado pars

mencionados actian como “pausas trach
que se pliegue en la conformacion nativa [109,110).
Cabe mencionar que, si bien la desnaturalizacion de la glutation reductasa inducida por Gdn-

ClI resultd ser un proceso irreversibie, de manera que no fue posible recuperar 1a actividad enzimitica
inicial, la remocion de dicho compuesto resulté en una especie conformacionalmente diferente a los
estados nativo y desnaturalizado. Ello sugiere que la cadena polipeptidica desdoblada es capaz de
“replegarse” a un estado (,metaestable ?) que, si bien no corresponde a Ia conformacion nativa, es

claramente diferente de aquel adoptado en soluciones concentradas de Gdn-Cl.
Por lo que respecta al efecto del NADPH sobre la termoestabilidad catalitica y estructural
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io sefalar que la conducta observada e¢s

de la glutation redu de S ] es
radicalmente opuesta a la reportada para otras proteinas, en las cuales Ia union del sustrato se traduce
en un aumento de la termoestabilidad [111,112}. En el caso de {a glutation reductasa, cualquier
hipétesis que pretenda explicar los efectos espectaculares observados debe basarse en los cambios
conformacionales que acompafian a Ia union del NADPH. En primer lugar, cabe seilalar que no se
han encontrado sitios de fijacion secundarios para dicho sustrato, incluso cuando la proteina se incuba

en presencia de concentraciones elevadas del mismo [113]. En segundo lugar, aunque los residuos
en su mayor parte del dominio del NADPH,

involucrados en Ia uniéon del ledtido provi

también participan residuos del dominio del FAD, del dominio central y del dominio de interface [66).
Sin embargo, los movimientos sufridos por las cadenas laterales de la Tyr 197 y la Arg 218, como
consecuencia de la fijacién de los anillos de nicotinamida y adenina, respectivamente [113] son, con
mucho, los més significativos. Si bien tales cambios distan de ser espectaculares, podrian contribuir
a disminuir Ia estabilidad estructural de Ia proteina.

Por otra parte, 1a evidencia cristalogrifica ha revelado que la union del NADPH a la glutation

reductass va acompalfiada de un rearvegio de Ia estructura del solvente en el sitio de fijacion [66]), de
tal manera que son desplazadas 14 moléculas de agua. En este sentido se ha propuesto que, en
ausencia de sustrato, el sitio activo de las enzimas es ocupado por moléculas de agua que "imitan”

los grupos polares del ligando [114]. Es posible que en el caso de la glutation reductass, las
interacciones establecidas entre ¢l NADPH y Ia enzima no compensen la estabilidad perdida como

consecuencia de Ia remocion de moléculas de agua, resultando asi en una proteina mas libil.
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CONCLUSIONES

1) La glutation reductasa de la cianobacteria S. maxima es una proteina que exhibe una estabilidad
considerable frente a agentes desnaturalizantes. Si bien la enzima es completamente inactivada por
urea y Gdn-Cl, dicha inactivaciéon es reversible y no va acompafiada por cambios conformacionales
considerables; incluso a temperaturas elevadas (80°C) la proteina retiene un porcentaje impostante
de estructura ordenada. De acuerdo con lo anterior, Ia conducta desnaturalizante de la glutation
reductasa permite agruparia junto s aquellas proteinas caracterizadas por que la pérdida de la
actividad biologica pr de al desdoblamiento de la cadena polipeptidica.
Z)uWMum.mmmm.Elmddounn
ajusts a los resultados obtenidos supone que una region localizada de Ia cadena polipeptidica pierde
sSu estructura terciaris pero retiene la estructura secundaria. Aunque la inactivacion reversible se
observé tanto con la urea como con e Gdn-Cl, los intermediarios resultantes no son estructuralmente
eoquivalentes.

3) La interface involucrada en la formacion del dimero presenta una estabilidad excepcional. Sé6lo en
presencia de un agente desnsturalizante como el Gdn-Cl es posible disociar completamente a la
enzima en mondémeros; sin embargo, tal disociacion es concomitante con la desnsturalizacion de la
cadena polipeptidica. Es probable que dicha caracteristica esté relacionada con el hecho de que en
1a formacion del sitio activo participan residucs de ambas subunidades, por lo que la seleccion natural
ha favorecido la retencion de aquellas interacciones que imparten uns gran estabilidad al dimero.
4) Ambos oligémeros son igualmente activos. Ello lieva a postular que la existencia de una glutatién
reductasa tetramérica en S. maxima no parece estar asociads a ningun aspecto regulatorio, sino que
puede considerarse como un mero accidente evolutivo, resultante de una mutacion que favorecié la
agregacion de la proteina dimérica sin alterar su funciéon bioloégica. Podria asi ser considerada un
ejemplo de mutacién neutra.

5) El efecto espectacular del NADPH sobre la termoestabilidad de la glutation reductasa es atribuido
a los cambios en la estructura del solvente en el sitio de fijacion del nucledtido, como resultado de
la union de dicho sustrato. Sin embargo, esta hipitesis requicre una investigaciéon posterior.
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The infl of hydrochioride (Gda-HCl) ductase, EC1.6.4.2.),a ofthcﬂ_ fam-
st i i from Spiruline maxima has ily (1), catalyses the NADPH dk ducti of
b..-“.ll.‘by ing che im Y jcac- GSSG. This ti ial for the i of
sivity, o circular dichreoism, thiol a proper GSH/GSSG concontntnon ratio in cclll. Typi-
sroups acceasibility, and gel R) L L c.lly. the enzyme is adi d by two
Phy. It was found that the denaturation p in- itsa with a leculer mass of about 50
kDa each (2). It is interesting to note that the dimeric

velves ssveral intermediate states. At low Gda-HC)
concentratiena (C, = 0.4 M), reductase activity waas
fully lest. However, below 3 8 Gda—-HCL, this inkibitiea
was alble upsn 1 of the deonaturing

Gel Rltrath lod that this re-

versible inkibition was not due te disseciation of the tet-

nature of the enzsyme is esssntial for its function, be-
cause both subunits cantribute essential residues to the
l‘onnatnon of the active site (3, 4). The enzyme has been

from a variety of sources, both

ptokuyouc and eukaryotic (2). Particularly unporunt
udies out with

rameric ensyme. studies stroagly suggeet
that the coanfermation of this intermediate state is sim- :“" been t!ucmtlll aphic studis
fiar te that of native ensyme. A medel in whick o jecal uman erythrocyte g _ a
region of the pel great of both str ! and tic informa-
ceanfermation (D. T. Hayaie, and K. Freive, Preteins tlon has boon obtunod. These I“ldl.l NV..I.(! that each
16,115-140) is d for vated d by four d repre-
enzsyme. Botween 3 and 4 M Gda-HC) (C., = 3.5), the senting the NADPH -binding domain, the FAD dommn.
onzyme activity was irreversibly lest, this inkib the in, and the sub
being concemitant with the less of oll} . ehs (5). , in spite of the iderabl of
in beth 5 b and 1 ity at the | of str ! and k ic data available on .luuthuonc re-
= bond and dk iation of the easyme ductase, no detailed study I ata-
inte unfelded thass ts reveal that groas bility has been performed. The possibility that these

LY in the p A e der these four domains lnvo a Monnt folduug/unl‘oldnng behav-
ooaditions. At 4 M Gda-HC] an equilibrium oxists be- .or ‘
tween the denstured forms of dimer and me: . £ i ing the b.h.v.o.- of .n.g.gh.one

hich shifsed the dh in the of &
mers at B M G‘.-I.ICI..I‘rnvord‘blnt_yJ in the Gdn-HCI-  Jnan oarlier study dealing with the rolo of thiol .toup- in
- mion the of yeas
tase was net due to agy of the OREyme. Colman and Black (6) were able to achieve a total
© 1908 Acwivmic Pram. las.
'Abhnviathn used: Gdna-HC), guanidine hydrochloride: R,.
of &t half of the transi-

* To whom correspondence should be sddressed.
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radiue;
n; DTNB, 5.5 -GW(Q nitrobensoic acid).
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GLUTATHIONE REDUCTASE IN GUANIDINE HYDROCHLORIDE

exposure of the thiol groups of this enzyme by incuba-
tion in 6 M urea. More recently, the stability of the re-
ductase activity of the enzyme in urea solutions was re-
ported for glutathione reductase from rabbit liver (7)
and Phycomyces blakesleanus (8). In both cases, incu-
bation of the enzyme in 8 M urea during a 5-min period
has no effect on enzyme activity. However, an 80% in-
hibition for rabbit liver gl has
been observed by incubation in 4 M Gdn—HCI Longer
times of incubation in the presence of denaturing re-
agent have not been tested. Further, in no case was
a detailed study of the changes in both activity and
structure was carried out.

Glutathione reductm !'rom the cynnob.ctenum Spir-
d by a mix-
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UK). The oxidation of 1 umol NADPH

( Cambridk
per minute at pH 7 and 25‘(: is aﬁned as a unit of -:uvlty.

and e Fori exper-

i e at 18 nM) was incubated for 24

h at room temperature ln a tinal volume of 1 mi of the standard buffer

containing Gdn-HCI atd fter i bati re-
sidual i - em-ll i
both NADPH .nd G88G. For i the

was preincubsted as above in a final volume of 30 ul. After 24 h, Gdn-
HCI was diluted by adding 1 m! of the atandard buffer and the mixturea
were incubated l'unher for 24 h at room temperature before the assay
of the ion of Gdn-HCI in reactivation

The
mixtures was always undsr 0.15 M.
Thwl.ruup- ull-uom The remnvny of tlnol.e in 8. maxima llute-

thione ). by

ing at 412 nm lh- t.n-ne of the of the p (4.6 um)
with DTNB (310-fold excesa over in & final of 700 ul
of 0.1 M Tris-HC! buffer (pH 8.0) containing 1 mM EDTA and the

ulina maxima is l in bei con
ture of oli in reversible equilib (9). The posi-  required concentration of Gdn-HC)L. The reaction was followed in &
tion of the equilibrium is d d on pH temperature, Cecil 5506 - An fHici of 14,140 M~}

and the ion of i i te. Thus, by cm™' at 412 nm for D’I‘NB (15) was used in the calculations.

. Adass transpart The i state of the enzyme,
::.I::':z.:n:):.hﬁ!yp;;l u-) v.lues hl‘h:;:h.n 8'?18';3;72;‘:::_ as well as the pu-nu olunfolbd states in the pressnce of Gdn-HC]1,
tively, at pH 7.0 ."‘d p of was .nely-d by l:nth el and aon‘lzglue-
. C were iedout in & x1-
than 0.15 M, the dimer is removed and a new oligomer, cm Sephacryl s :Il) ! P 1ib with the phos-
p bly an i in equilibrium with the Pl':'- Nﬂ'll' cad ot = “; I/h ‘h oIGdn—l-:SA :em-
- P were elu a M - = -nd protein p! was
(11). At ] pH in 0.1 M potaasium phos o : 276 nen. Zonal

phate buffer, the standard assay condition for the reduc-
tase, the enzyme exists as a dimer—tetramer mixture in
which tetramer upreeent- 86% of the total enzyme.

ln order to nln lnel.ht into the structural stability of
detailed study on the behavior
d Gdn-HCI was carried out.

ofS. i zy

MATERIALS AND METHODS

Al bioch J i mass cal-
ibrati were from Sigma Chenucal Company (St.
Louis, MO). Potassium phosphats and EDTA were purchased from

Merck de México, S.A. Gdn-HCI (molecular biology ‘rede) was of the
U Co. Al were

in i
Gdn-HCi Lari! E were ) on top of the gradi-
ont and ultracentrifuged at 45.000 rpm (£Cfmee = 250,000¢) at 5°C. Due
to the strong dependence of viacosity on Gdn-HC) concentration (16),
the run length was dependent upon thh last parameter- At 3.5 M Gdn—

HCI, the
ssdimentation, -mnbulhof%h.uMEnumumpb-und

for boch -I
in the of Gdn—HCl at the duind coneem.n-
tion. Protsina of well known R, and
ueed as markers.
were

m‘de using an Aminco SPF-500 . The
wavelength was 280 nm; this choice was I-.od Ln the f.ct that trypto-

hn.heet punly available l‘mn Sigm Ch
used i ified water was
in the of Unless otherwise noted, all phan residuse are the major
experiments described in this work were din0.1m (17). E ware ded b auo and 450 nm.
phosphate buffer at neutrnl pH plu- 1 mm EDTA. Stock i of imr dich. C ([} ichroi (ed) were
Gdn-HC)| were d in the buffer and its exact m-de in l-lu far uv u-an; eeco.l 500 i R Its are
was d by ref; index Qaz). 5 ing to Schmid (17).
Enzyme. G " was purified to b f,om A mean " iy of 107.5, from the amino acid com-
S. i bi as p: (9). Purity of ition of the (9) was used in the Deu i
was routinely assessed by PAGE under denaturing conditions (13). from cd sxperiments were used for s ac-
Purified glutsthione reductase had a sp act of 240 = 10 U/mg. All ex- ding to Hi and Joh as).
ng of t| atate of S.
2 hi ok were d with RES!
previously incubated for 24 h in the of ULTS
tions of Gdn-HCl. Enzyme ivity. I bation of | hi ad
Protein de inati C ion of i di tase in the p of i s of
stock by using an  Gdn-HCI resulted in a n-duel loss of its catalytic activ-
d be d d (Fig. 1). Be-

absorption :o-mcunt at 274 nm of 9.47 for a 10 mg/ml enzyme solu-
tion (10).

Reductasze auayt ’l‘he GSSC duci din 1-
ml by in .boorb.m:e at 340 nm in a
Ana) ic data were

ity. However, two
tween O and 3 M Gdn-HC], the inactivation was freely
and dilution of the d led to the full
recovery of activity. Higher concentrations of Gdn-HC1

dina dual and ir ible i ivation of the

ey

DU-70 uv-vis
performed using the program ENZFITTER, by R J. L
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GUANIDINE HYDROCHLORIDE (M) ME  (mun)
. . . N N FIG. 2. Time course of the of gl di with
FIG. 1. Transition curves of S. r in-  DTNB at different concentrationa of Gdn~HCL. Numbers at right of
duced by Gdn-HCI. (0)- and of er the curves the molar of Gdn-HCl used for the
(@) were d as described under _‘.‘ and peri All curves were obtsined under first-or-
Moethods. Each point the of five i dent de- oy diti by using a 310-molar excess of DT'NB over enzyme.
terminations. In both cases, the final of the was  Other ith were as ibed undes M, iala and Methods.
18 nMm.
led that the p. ge of reactivation was inde-
ible o of the protein concentration (data not shown),

enzyme. The C,, values for the reversible and ir
inactivations were 0.4 and 3.5 M, respectively. A Kinetic
analysis of the effect of 0.4 M Gdn~HCl was performed
Gdn-HCIl behaved as a mixed-type

Kq for both NADPH and GSSG. and decre-nng Ve (Ta-
ble I). On the other hand, i bation of the 'y dur-
ing 12 h in the presence of 2.5 M Gdn-HCI|, followed by
dilution and an additional 12-h recovery pernod resulted
in a slight i in K., val for both es, al-
though these values were not significantly different from
thoee of the native enzyme.

thul asuggesting that the irreversible inactivation was
not due to aggregation of the unfolded enzyme.
to achieve a higher degree of reactivation of the dena-
tured enzyme in the presence of the pro-theuc group
FAD (up to 50-fold molar ) were

Thiol groups titration. It has been reported that na-
tive glutathione reductase from Spirulina sp. contains
two free sulfhydryl groups per monomer, one of which is
unaccessible to DTNB while the other one is only par-
tially exposed (19). This result was confirmed by us in
the work for the S. maxima enzyme. By varying

In order to .nm lnnght. lnto the p ibl h
tved in the ir ivation, the effect of

ion on the -bnhty of the enzyme tore-

cover its activity was assayed. P (b

1 and 40 nM) were prei b din thep of 5 M
Gdn-HCI for 10 min. Then, reductase activity was mea-
sured by dilution of the denaturing reagent with 1 ml
of buffer containing both NADPH and GSSG. Results

TABLE 1
< 1. i

the concentration of Gdn-HCl in the reaction mixture, a
different behavior for the two thiol groups was observed
(Fig. 2). In 1 M Gdn-HCI, the condition at which the
enzyme was 95% ibly inacti d, the partially ac-
ible thiol g p b fully exp d, as revealed by

its increase in reactivity toward DTNB. Kinetic analysis
revealed a monophasic process, thus discarding the re-
action of the buried thiol group with DTNB under these
conditiona; further, the total amount of sulfhydryl
groups titrable in 1 M Gdn-HCI was not greater than one
per monomer. Between 1 and 4.5 M Gdn-HC), a gradual
of the d thiol group of the enzyme subunit

Kinetic P of Enzy
under Native Conditions, at 0.4 M Gdn—HCI

and Reactivated from 2.5 M Gdn-HCi

Ko IGSSG) K. INADPH]}
Enzyme (uM) (uM)} '™ (%5)
Native 115 10 15+ 3 100*
+0.4 M Gdn-HC! 946 = 70 67 =10 4526
Reactivated from 2.5 M
Gdn-HCI 151+ 9 28+ 4 105=8

* Specific activity of native enzynme was taken as 100%.

was observed: but at concentrations of Gdn—~HCI higher
than 4.5 M, a larger increase in reactivity toward DTNB
was observed, suggesting that the fully unfolded state of
the enzyme was reached. The same results were obtained
when the enzyme was previously incubated during 24 h
at the corresponding concentration of Gdn-HC] before
titrations were carried out.

Intrinsic ﬂuoreacence. The conform.uonal transi-

tions of S. maxima gl hi nthep
of Gdn-HCI1 were also monitored by follownng the varia-
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ditions, a 23 * 0.7% of helicoidal content and 24 =+ 3% §-
sheet content was l‘ound. The cd apectrum for tho “re-
folded’” enzyme sh d an ellipticity at 220 si
higher as compared with th.t ot‘ tho denltund enzyme.
I{ydrodynamu- beh

of S. 2 e i 4 both

native conditions and in the presence of different con-

centrations of Gdn-HCI1 were performed (Fig. 5). At 1 M

Gdn-HC], both Stokes radii and sedimentation coeffi-

of the were ially tluv same as com-

ding val in the ab-

sence of Gdn—HCl At 3 M Gdn—HCI, the maximum con-

at which enzyme activity is

fully d, a slight i in R, of both dimer and

was obeserved. Based i in the pro!enn pmﬁle- ob-

d from gel fil no in the

10|
pared with the
300 380 <60
WAVELENGTH (nm)
F1G.3. F i of glutathi . un-
der native condnnnnl and in the of di ions
of Gdn-HCL. S under all iti were after i b

tion of the enzyme (46 ug/ml) for 24 h under native or in the presence
of Gdn-HCI). The fluorescence of the native enzyme at 325 nm was

proportions of dimer and was d
up to 3 M Gdn-HCIl. However, at 3.5 M Gdn-HC], con-
at which a 50% of the irreversible inactiva-

taken as 100%. Numbers above the curves refer to the

of Gdn-HCl at which was d. (Inset) Rel
at 354 nm as a func-

of
tion otGdn HCI molarity.

el
a

tion was poak was observed,
with a R. of 5.0 nm (Fl'. 5b). Taking into account the
Stokes radius of both dimer and utrlmor in lu native

form, as well as the ch in de-
N . . N . d by lar dichroi this i jurywuu-
tion in both ol ‘h'l‘d _ h of the rum d to a partially unfolded dimer. Sedimentation be-
¥ ative Y was " havior of enzyme at 3.6 M Gdn-HC] was also consistent
by a fi um with a at  with a dimeric particle.

325 nm (Fig. 3). The addition of Gdn HCl c-uud a red The most signifi h ".. hydrod; in bk
shift of the spectrum, with a at o was a2 d after < of the irreversible
gth of the ition. Thus, at ¢ M GOl & trimodal pattern

5 M Gdn-HCI1, where the

was observed, with Stoku radii of 5, 6 2, and 8 6 nm (Fig.

we llllllt take

was 1 d at 354. Itis lnunlnnz
to note that in the of ions at -
Gdn-HCl d the reversible inactivation of the en- ey cardronin in PEnciple thew .
zyme, no signifi h in the fluor P um il
was obeerved, other th.n a slight i in the int
sity of fl

Clrcular dichroiam. ln order to demrmnne if the re-
of at low con-

contutlonl of Gdn-HCI was itant with ch

Y str a detailed study of the
elhpucnty of the enzyme under such condntxon- was per-
formed. Figure 4 sh the cd spr of re-

ductase in the far-ultraviolet region under native condi-
tions and in the presence of different concentrations of
Gdn-HCL. It is evident that no detectable change oc-
curred between O and 1.6 M Gdn-HCIl. However, dena-
turation of the enzyme between 3 and 4 M Gdn-HCl was
accompanied by a loas of ellipticity. The inset of Fig. 4
shows the varuuon an elhpucnty values at 220 nm as a
function of Gdn-H n. The of Gdn—
HCI .t hich the loss of ellipticity took
place was in agreement with the results obtained from

N
é’ p
& 4
o
=3
3 & 1
-
? i
e
> 1
s
L Ei 235 T
WAVELENGTH (nm)
FiG. 4. Faruv di i of
Pcton were xd, the (150 ug/ml) was incubated

or in the of Gdn-HCl at different concentra-

both reductase activity and fl
From the cd data, a prediction of the secondary -tmcture
content of native enzyme, as well as in the presence of 1
and 3 M Gdn-HCI was carried out. For these three con-

tions. Numbers on the curves refer to the of

reagent. Only spectra at 3. 3.7, and 5 M Gdn HC} are IMI\M for
clarity. (Inset) Tmn-iuon curve ot S.
as by in elli at 220 nm.
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FIG. 6. Elution patterns of S. maxima glutathione reductase at
different concentrations of Gdn-HCI. Protein umplel (200 ug An 200
#l) were chromatographed on a S-300 h 1 d

under Materials and Methodn l’vmem wan monltond by its absor-
bance at 276 nm. Conditi 11 (A) native, (B) 3.5 ™
Gdn-HCH, (C) 4 M Gdn-HCI, (Dl 5 M Gdn HCI.

into account alternative hypotheses, i.e., an isomerizing
en two formers of identical molecular

mass (20) or an equilibrium between two oligomers (21).
In both cases, the middle zone of the protein profile ap-
pears as the result of a relatively slow interconversion

process.

In order to evaluate the hypothesis on the existence of
a reaction zone the follownng expenment was performed.
1 din
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(Fig. 5d). This value did not ch in the pr of 7
mM p-mercaptoethanol. Based on the experimental
data, and by using the known relationship between in-
trinsic viscosity and Stokes radius (22), the intrinsic vis-
cosity for this form of the enzyme was calculated as 41.3
ml/g (this value was obtained by assuming enzyme exist
as a monomer under this condition, an assumption con-
firmed by cross-linking experiments).

InTable il a y of the physi h 1 proper-
ties of the native, the reversibly inhibited intermediate,
and the fully unfolded state of S. maxima glutathione
reductase is given.

DISCUSSION

Gdn-HC)I has become one of the most preferred dena-
turing compounds in the folding/unfolding studies on
proteins. Its great denaturing ability allows the obten-
tion of fully denatured proteins (22); however, the con-
centration at which the native-denatured transition is
observed d on a number of fi s such as pH (23,
24), temperature (25, 26), and intrinsic factors of the
protein such as the length of the polypeptide chain and
the hydrophobic nature of its lateral chains (27). In the
case of oligomeric proteins, the interaction between sub-
units constitutes an addi onal factor that influences the

behavior of proteins mg (28).
The p Its with S. &l hi re-
ductase suggest that in the nati d d ition,

an intermediate state which is able to be re-ctlvnted is
involved. However, the nature of the latter does not
differ greatly from the native structure. As was men-
tioned in the mtroductlon. the ollgomenc nature of glu-
tathione d i for its function;
hence, the pon:bnhty th-t the nvernble inactivation

aprotein was bated and chrc P
the presence of 4 M Gdn-HC]; then, fractions rep:

ing the leading and trailing zones were pooled sepa-
rately, concentrated up to the original volume and re-
chromatographed after a 12-h incubation period. The re-
sultant protein profiles were, in both cases, very similar
to the original one, thus di ding the of in-
dependent species. On the other hand, the chromato-
graphic profile of an enzyme sample preincubated at 4.5
M Gdn-HCIl showed a notable increase in the relative
abundance of the trailing zone, concomitant with a dim-
inution in the abund of the leadi zone (data not
shown). H the most pl ibl ion of the ex-
penment.al data at 4 M Gdn— HCI is the existence of an
ion—di in which denatured
states of monomer (R, = 5 nm) and dimer (R, = 8.6 nm)
are involved.
At 5 M Gdn-HC], the enzyme behaved as a single pro-
tein peak whose Stokes radius was estimated as 6.8 nm

was due to di of the ic enzyme into
8 1 ible. However, gel filtration ex-

peri revealed that this inactivation was not due to
di iati of the enzyme. As regards conformational
h the evid: obtained from both CD and fluo-

rescence emmision experiments did not reveal gross al-
terations in enzyme structure m the same Gdn-HCl con-
centration range where S. g1 hione red
is ibly in i However, a clear conforma-
tional difference between the native enzyme and the re-
versibly inactivated intermediate was suggested by thiol
titration experiments. Thus, in 1 M Gdn—-HC], concen-
tration at which 95% of reversible inhibition was
achleved the reactnnty of the pnnlally exposed thiol was
d as ed to its ivity in
the native enzyme (Fig. 2).

Although the possibility for the existence of an ex-
pandable intermediate (molten globule state) in the un-
folding pathway of S. maxima glutathione reductase at
low Gdn-HCI concentrations seems tempting from the
results obtained with DTNB, experiments performed

5¢ -
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‘TABLE I
Physicochemical Properties of Native, R ibly Inhibited, and Dx red S of 8. i Gl h Red
Stokes intrisic*®
Aggregation Moiecular radius viscosity Ames 19)
Enzyme atate mass (kDa) (nm) (cm®g™") (nm) (deg cm® dmol™')
Native Dimer-Tetramer 96 and 192* 4.1 and 5.3% 4.53 326 —~8738
Reversibly inhibited
intermediate Dimer-Tetramer 96 and 192 4.5 and 5.8° nd 326-334 —8&738 to —6950
Denatured Monomer 48 68 41.3 ase —8as0
°C ) ding to the 9] = (2.5 N/AL,)(4/3 = RY).
* Values for dimer and tetramer, respectively.
< Determined at 3 M Gdn-HCl.
with the hydrophobic fluorescence probe ANS to prove experiments were used to calcul the app equilib-
ful. A third possibility to  rium conatant (K,) of the unfolding i ding

hesis were

this h.y

the ible inactivation of the enzyme as-

i [L ional ch near the active

nte lt is well known that the active site of enzymes are
of the in str characterized

by a hllh flexibility (29). 'l‘hu feature renders these re--

gions more sensible to perturbing agents, such as Gdn-
HCIL. A number of enzymes are known in which the
folded/unfolded i ia p ded by the loss of en-
zyme activity; these include creatine kinase (30), gluta-
ferase (31), and fumarase (32).
a whole, structural measurements of S. max-
d up to 3 M Gdn-HC] are con-
sistent with the existence of an undissociated protein
molecula in whnch a local region of the structure assumes

. P

the of an ded intermediate (33); ter-
tlll’y ln this regi are penurbed while sec-
ined. It is i ing to note

the m-t lublhty ol‘ thu intermediary state. ln spite of
a long incubation time (24 h) at moderate Gdn-HC) con-
centrations (up to 3 M), its ability for a total recovery of

enzyme activity is fully retained.
Bo'.woen 3 and 4 M Gdn—HCl S. ma.ﬂma glutathione
is irre d, and this inactiva-

tion is overlapped wnth both ch-ngea in quaternary

to Pace (35). The values of Ke | thus obl.uned were then

used to ch ize the t ! on the iri
cal equation
Koo = CID)",
where C rep a cc h teristic of the pro-
tei N lD] is the concentration of the
denaturant, and n. defi the der of the
is a of tho do.m of cooporanvnty

(36). A value of 7.3 was fro P
data, nveahng a hngh deg of P ivity b
the p insinS. i 1 hi d
-uch that the polypeptide chai ly beh as a
single cooperative unit on unfoldulg

On the basis of the g data, a p ibl h for
the denaturation hw of S. i 1 hi re-

ductase by Gdn- HCI can be postulated as
NS N wD*~-D=U,

ol'the 35 hich

where N and N* are folded f

are fully ive and sibly inac

D* is a dissociated and p.ni.lly unfoldnd form of en-
the

structure and gross ch in confi ion. Thus, the
irreversible loas of enzyme activity is concomitant with: zyme (probably dimeric), D folded
(a) di iati of tet r into di s and then into state of dnner -nd U is the fully donlturod monomer.
monomers, (b) tho loss of secondary atructure, -nd (c) From the d in gel fi
in the envirc in which tic it clear that the unfolded states of dimer and
are located. Interestingly, dissociation of enzyme into monomer are in a reversible equnhbnum at Gdn-HCI
ions of ab 4M. Byi g the

monomers neem- to be a late event in the unfolding p-th~
way. A folding of 1Y in 5M Gdn-HCl is
asupported by the fact that Stokes radius has the same
value both in thep orin the ab of a disulfid
reducing reagent. Funher. the intrinsic viscosity of the
unfolded enzyme is in with a d coil of
molecular mass 48 kDa (34).

In order to obtain an quantitative estimation about
the ivity of the folding pr: data from cd

tr-tlon of the den-turlng l’e-‘ent above 4 M equilibrium
is

Although remotion of Gdn-HClIl is not enough for the
correct refoldnng of enzyme into an active conformation,
spect. of the Gdn-HClIl-free en-
zyme reve-l this is conformationally distinct l'rom the
fully denatured enzyme. Thus, the i
spectrum of an enzyme sample incubated for 12 h in 5

50 -
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G (Dx i i'c, O., and Poulson, R., Eds.).

M Gdn-HCI] and then exhaustively dialyzed the
phosphate buffer, showed an intermediate position be-

part A, pp. 553-5898, Wlloy New York.
Pai, E F..and Schuls, G. E. (1983) J. Biol. Chem. 288, 1762-1757.

tween those of the native and the unfoided states of en- 3. N
zyme, with a maximum at 334 nm. 4. :s..;pll-. P. A, and Schuils, G. E. (1989) J. Mol Biol 2310, 163—
As regards the pounble origin of irreversibility in the . i ", N hi
unfolding of S. maxima glutathione reductase, the most 5- J. Mol b:z f:‘;_g‘,;;-;b + B H.. and Schuls, G. E. (1981)
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SUMMARY

The thermal unfolding of glutathione reductase (NAD[PJH:GSSG oxidoreductase EC
1.6.4.2.) from cyanobacterium Spirulina maxima was monitored by differential scanning calorimetry
and circular dichroism at neutral pH. Covalent cross-linking of enzyme at different temperatures
revealed dimer as the species undergoing the thermal transition. A single endotherm was observed,
but its thermodynamic parameters showed dependence on the scan rate. In the transition zone,
aggregation of the dimeric species was observed. Analysis of the enzyme heated at 80°C revealed that
the resultant species retained a high content of secondary structure. The addition of low
concentrations of guanidinium hydrochloride resulted in a full cooperative thermal transition. A model
in which the dimeric protein undergoes a partial unfolding in a kinetically controlled fashion is
proposed, such that the experimental value of AH,, results from the simultaneous occurrence of

endothermic and exothermic events.
Key words: glutathione reductase, thermal denaturation, differential scanning calorimetry

. INTRODUCTION.

The flavoenzyme glutathione reductase (NAD[PJH:GSSG oxidoreductase EC 1.6.4.2.) plays
an important role in cell metabolism by mantaining a high GSH/GSSG ratio [1). This enzyme is a
dimeric protein member of the disulfide oxidoreductase family [2], and its presence in a variety of
organisms, from bacteria to mammals, has been demonstrated {1]. The availability of glutathione

! To whom correspondence should be addressed
* Abbreviations used: Gdn-HCI, Guanidine hydrochloride, DSC, Differential scanning

calorimetry; CD, Circular dichroism; AH_,,, Molar calorimetric enthalpy change.

- 63 -

|
i
|
{




reductase crystals, from both human erythrocytes [3} and Escherichia coli cells [4], amenable to
crystallographic analysis, has made possible the knowledge of the three-dimensional structure of this
enzyme to a high resolution [S]. However, in spite of the considerable structural detail at which the
enzyme is known, no specific study concering its thermal stability is available. Some isolated reports
indicate that this enzyme shows a relatively high thermostability. Thus, glutathione reductase from
mouse liver retains full activity at 75°C for 10 min [6], while the enzyme from pea chloroplasts is able
to stand at 659C for up to 30 min without apparent loss of reductase activity [7]). On the other hand,
glutathione reductase from Phycomyces blakesleanus shows a sligthly lower thermostability, being
inactivated at temperatures above $5°C [8].

As regards to glutathione reductase isolated from cyanobacterium Spirsling maxima, previous
work has shown that the purified enzyme is characterized by being a mixture of dimers and tetramers
interconverted in a slow equilibrium [9-11]. At room temperature and neutral pH tetramer represents
the more abundant species [10,11]. In order to gain insight into the thermal stability of glutathione
reductase, we report the structural thermostability of glutathione reductase isolated from
cyanobacterium S. maxima.

MATERIALS AND METHODS.

Reagents. All biochemical reagents, including molecular mass markers used in the clectrophoretic
experiments, were obtained from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Potassium phosphate,
EDTA and glutaraldehyde were purchased from Merck de México, S.A. All reagents were used
without further purification. Reverse osmosis purified water was used throughout.

Enzyme. Homogenecous glutathione reductase, as revealed by SDS-PAGE, was obtained from S.
maxima biomass by a procedure previously decribed [9]. Enzyme obtained from the last purification
step was exhaustively dialyzed against 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.0) containing 1 mM
‘EDTA. Dialyzate from the last change of buffer was used as a blank in the determination of base lines
in both calorimetric and CD * experiments.

Protein determination. Concentration of purified glutathione reductase was determined by its
absorbance at 274 nm, using an absorption coefficient of 9.47 for a 10 mg/ml solution [10]).
Covalent cross-linking. The protocol described by Jaenicke et al, [12], with minor modifications,
was followed to determine the aggregation state of enzyme as a function of temperature. Enzyme
aliquots (50 ug protein each in 350 ul standard buffer) were incubated in a water bath and heated at
arate of about 1 degree/min. At selected temperatures, a 20 ul aliquot of 25 % 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 1.5 M
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Tris-HCI1 buffer (pH 8.8) containing 126 SDS and 50 mM DTE, boiled for 2 min, and analyzed by
SDS-PAGE in 4-20% acrylamide gradient slab gels using the Tris-glycine buffer system according
to Laemmli [13). Staining and destaining of gels were performed by conventional procedures.
Differential scanning calorimetry. Calorimetric endotherms were obtained in a MicroCal MC-2
instrument (MicroCal Inc., Northampton, MA). Protein dialyzed samples were degassed under
vacuum for 15 min before being loaded into the calorimeter cells. All measurements were conducted
under a nitrogen atmosphere at a total pressure of 2.2. kg/cm? and scanning rates between 0.5 and
1.5 K/min. Buffer-buffer base lines were recorded under the same conditions and substracted from
sample 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 enthalpies.

Circular dichroism spectroscopy. Far-UV-CD spectra, as well as changes in ellipticity as a function
of temperature, were obtained in a Jasco J-SO0A spectropolarimeter. This instrument was equipped
with a water-jacketed cell holder and a Haake NK-22 circulating bath for temperature control. In
thermal titration experiments, the actual temperature inside the cell was continuously measured with
a thermistor probe. The thermal denaturation of glutathione reductase was monitored by the ellipticity
change at a fixed wavelength (218 nm) as a function of temperature. This latter parameter was
continuously varied at a selected constant rate of 1 degree/min by carefully adjusting the heating

control of the water bath.
RESULTS.

Figure 1 shows the calorimetric profiles of S. maxima glutathione reductase at various
scanning rates. Although a single unimodal peak was observed, its non-symmetrical character is
clearly evident. The reversibility of the transition was tested by reheating a d ured ple 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 scanning rate, which suggest that the denaturation process of glutathione reductase
is kinetically controlled due to the presence of irreversible steps [14]. In this case each calorimetric
trace permits to obtain the rate constant (k) of the irreversible step at any given temperature as
described by Sanchez-Ruiz et al [15]. We found excellent agreement between the values of &(T)
obtained from the traces at the four different scanning rates. Furthermore, from the corresponding
Arrhenius plot, the energy of activation (E) of the process, was estimated as 411 kJ/mol (figure 2).

In order to evaluate the AH_, associated with the thermal unfolding of S. maxima glutathione
y to elucidate the oligomeric state of the species involved in the thermal

red , it was
transition. A combination of covalent cross-linking, followed by PAGE under denaturing conditions,

was used to accomplish this point. As shown in Figure 3a, heating of the enzyme samples results in
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a gradual dissociation of the tetramer, such that above 60°C the dimer remains as the only oligomeric
species; hence, calorimetric data were fitted considering a dimeric protein with a molecular mass of
96 000 {9). Further, in the temperature range in which the thermal transition takes place (Fig. 3b),
no evidence for a monomeric intermediate was obtained; instead, heating of the dimeric enzyme
results in its aggregation. In this sense, when the calorimetric experiments were pesformed at different
protein concentr: no istent dency was observed (data not shown), suggesting that the
dissociation of glutathione reductase did not occur during the thermal transition. Figure 4 shows that
AH depends on the scanning rate, approaching a maximal vajue at high heating velocities. We
estimated the value of the enthalpy change at infinite scanning rate from a plot of AH,, versus 1/v
[16). The inaet of Fig. 4 shows a good correlation for the data corresponding to the thermal transition
of glutathione reductase. The extrapolated AH_, was 1.807 MJ mol”’ .When this maximal value is
expressed in a per gram basis, the calculated enthalpy change (Ah=18.8 J g™) is far below as those
reported for proteins in which a full unfolding transition is known [17]. Thus, the possibility that the
obtained calorimetric peak was the result of a partial unfolding of S. maxima glutathione reductase

seems to be feasible.

The verification that the heat-induced unfolding of S. maxima glutathione reductase is a partial
one, was obtained by performing a thermal denaturation curve, either in the absence or in the
presence of a non-denaturing concentration of Gdn-HCI. The choice of the latter was based on a
previous work [18], in which it was demonstrated that no major conformational change occured up
to 2.8 M Gdn-HC1. As shown in Figure S, the thermal titration curve obtained in the absence of any
denaturing compound reveals a gradual decrease in ellipticity up to about 77°C, where an abrupt halt
was observed; by contrast, a full cooperative transition was developed when the enzyme samples were
heated in the presence of Gdn-HCI. Similar results were obtained with Gdn-Cl concentrations below
2.8 M. The residual content of secondary structures in heated samples of S. maxima glutathione
reductase, as revealed by its far-UV CD spectrum (inset of Fig. S), clearly shows a significant
percentage of the ellipticity signal when heating was carried out in the absence of Gdn-HC). These
resaiits further support that the thermal unfolding of S. maxima glutathione reductase is a partial one.



DISCUSSION

Although DSC has been applied to a number of oligomeric protei the pr
and domains in these complex macromolecules are factors that complicate the interpretation of
calorimetric traces {19). In this sense, the thermal denaturation of oligomeric proteins is characterized
by being an irreversible pr , thus luding the utilization of the equilibrium thermodynamic
formalism in the analysis of dats.

‘The results reported in the present work are concerned with the heat stability of glutathione
reductase from S. maxima. Although at room temperature and neutral pH tetramer stands as the more
abundant oligomeric species of S. maxima glutathione reductase [10,11], the results obtained in the
present work reveals that the gradual heating of the enzyme results in dissociation of the tetrameric
species, such that above 60°C, the dimer represents the major fraction of protein. Several
experimental facts strongly suggest that the thermal transition is a partial one. First, the magnitude
of the total AH_, is far below as those values reported for pr that dergo a full thermal
denaturation [17). Second, the retention of a significant percentage of secondary structure in the
heated enzyme, as revealed by its far-uv CD spectrum. The persistence of a significant degree of
residual structure in heat-denatured proteins has been reported for both monomeric and oligomeric
proteins [20,21]. Third, the observation of a full cooperative transition when thermal denaturation
is performed in the presence of Gdn-HCLl. The effect of this compound on the thermal transition of
glutathione reductase can be explained by assuming stabilization of the partially unfolded species,
thus avoiding its aggregation.

As regards the calorimetric transition, the dependence of 7m on the scanning rate strongly
suggests that a kinetic process controls the thermal transition. This phenomenon has a broad
occurrence in complex proteins [22,23]). Sinchez-Ruiz has demonstrated that, for these complex
cases, the relative abundance of the native, unfolded and final species at the end of the thermal
transition is dependent on the scanning rate [24]. In the particular case of S. maxima glutathione
reductase, the combined experiments of covalent cross-linking on heating, followed by PAGE reveals
that the kinetic process responsible for the irreversibility must be adscribed to the concomitant
irreversible aggregation of the partially unfolded polypeptide chains. Since this aggregation is
expected to be an exothermic process, the dependence of the AH_, on the scanning rate is thus
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explained. The dependence of 7im on the scanning rate, as well as the behavior of 4(T) and E obtained
from the calorimetric traces of the thermal denaturation of S. maxima glutathione reductase, suggest
that this process might be explained by a simple two-state irreversible mechanism. Nevertheless, such
mechanism requires a constant value for AH_,, irrespective of the scanning rate; thus, 8 more complex

mechanism should be proposed:

K Dn
M, ==——= 2M, =——= 20U,
* T, % Do

where M, and M, stand for native tetramer and dimer, respectively, U, represents a partially unfolded
state of the dimeric species and Dn plus Dn' are different aggregated forms. As shown, dissociation
of tetramers into dimers occurs below the temperature range of the thermal transition. The proposed
model considers that &, and &, are much greater than &,,, thus yielding a behavior of (T) and E
consgistent with a single step mechanism, &, being the constant forthe rate limiting step. Thus, the

observed activation enesgy approximately corresponds to the M, to U, conversion.
With respect to the steps producing the final states of the protein, our experiments showed

no.evidence of monomeric species but indicated the presence of aggregated states, here denoted as
Dn and Dn'. As shown in figure 4, AH,, increased with the scanning rate, suggesting that at high
heating rates it is possible to isolate the denaturation of the molecule from the exothermic process.
It can be considered that the reaction leading to Dun is preferred over that which produces Dn' in some
temperature range, and the opposite in another tempesature region, due to the different slopes in their
respective Archenius plots. Also, the heat evolved in each reaction is expected to be different, giving
rise to the reduction in AH 4 at low scanning rates because a morse exothermic pathway is prefesved.
It should be pointed out that both proposed transformations of U, should be faster than the rate
limiting step, M, to U,, in order to show a denaturation behavior consistent with our results.
Therefore, any exothermic effect occurring during the process must be strongly overlapped by the
main unfolding endotherm; ie. no exothermic peak is detected in the calorimetric traces.

Unfortunately, no comparison of the thermal unfolding of S. maxima glutathione reductase with other

disulfide oxidoreductases can be made, because a similar work is lacking.
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Figure 1. Calorimetric recordings for S. maxima glutathione reductase cbtained at different scan rates.
Protein samples (0.7 mg mi™') in the standard buffer were placed in the calorimetric cell and hasted
as described under Materials and Methods. Scan rates were 1) 0.5 K min™; 2) 0.7S K min™; 3) 1 K

min*; 4) 1.5 K min™.
Figure 2. Arrhenius plot of the rate constants determined from the calorimetric profiles shown in
figure 1. ([J) 0.5 K min™'; (©) 0.75 K min’; (@) 1 K min*; (A) 1.5 K min™* B

Figure 3. Electrophoretic patterns of S. maxima glutsthione reductase under denaturing conditions
after cross-linking at various temperatures. a) Protein patterns in the pre-transition temperature zone,
b) Protein patterns obtained in the temperature range where the calorimetric transition occurrs. A)
20°C, B) 40°C, C) 50°C, D) 60°C, E) 68°C, F) non cross-linked G) low molecular mass
markers, H) high molecular mass markers, I) 70°C, J) 72°C, K) 74°C, L) 76°C, M) 78°C.

Figure 4. Dependence of AH_, on the heating rate. Each value was obtained by integration of the
calorimetric profiles shown in figure 1. Inset. Linear extrapolation of AH,, to infinite scan rate
obtained by plotting the experimental val of AH against the reciprocal of the heating rate.

Figure S. Ellipticity at 222 nm of S. maxima glutathione reductase as a function of
enzyme sample (0. 15 mg/ml) either in the absence (A) ormthcpm(ﬂ)otﬁdn—ﬂm wupl.eod
temperature. The ellipticity signal of samples was

in the spectropolarimeter cell and heated from room
simuitaneously reccorded as described under Materials and Methods. Inset. Far-uv CD spectra of

heat-denatured glutathione reductase (= = - -). An enzyme sample (0. 15 mg/mi) was heated inside

the water-jacketed cell up to 80 °C. At this latter temperature, its CD spectrum was reccorded
Spectra for both native ( ) and denatured in 6 M Gdn-HCl enzyme (=« «+-- ) are also included

for comparison.
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