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1INTRODUCCIÓN _______________________________________

El control celular de los niveles de RNA e, indirectamente, de la biosíntesis de proteinas, es
normalmente considerado en términos de control de la síntesis de RNA, tanto a nivel de la activación
génica. como a nivel de la síntesis de nucícótidos. Por el contrario, poco se ha estudiado sobre el
control dc la degradación del RNA. vía regulación de las actividades ribonucleolíticas presentes en
la célula.

Los sistemas biológicos contienen una gran variedad de actividades ribonucleolíticas,
clasificadas en función de su mecanismo de acción en tres grandes grupos (Barnard, 1969); para
revisión ver García-Segura, 1985):

i) Eostk~transferasas o RNasas ciclantes. Su acción enzimática, que trascurre a través de
intermedios 2’-3’~cíclicos, para llegar finalmente a la formación de oligo- y mononucícótidos
3’-fosforilo, no depende de la presencia en el medio de cationes.

u> Fosfodiesterasas. Enzimas que catalizan un ataque directo del agua al enlace fosfodiéster
3’-5’, dando lugar a la formación de oligo- y mononucleótidos 3-’ ó 5’-fosforilo.

iii) Risforilasas. Capaces de catalizar de forma reversible la síntesis de polinucícótidos a
partir de los correspondientes nucleósidos-5‘-pirofosfatos.

Las RNasas ciclantes se han clasificado de forma clásica en dos grupos, en ffinción del pH
óptimo de hidrólisis. Así, se definen como RNasas neutras o alcalinas (RNasas tipo 1) las que poseen
un pH óptimo alrededor de 7.5, y como RNasas ácidas (RNasas tipo 11) aquellas cuyo pH óptimo está
en torno a 5.5. Las ribonucleasas ácidas se encuentran ubicadas en la fracción lisosomal, mientras que
las RNasas alcalinas se hallan distribuidas a lo largo de la célula, tanto en la fracción soluble como
en la fracción particulada. Esto implica que las RNasas alcalinas se encuentran potencialmente en
contacto con el RNA citoplasmático, lo que, de ocurrir, se traduciría en la degradación inmediata de
éste, y en la imposibilidad de que la biosíntesis de proteínas tuviera lugar. Teniendo en cuenta que
las ribonucleasas alcalinas se han encontrado en la fracción soluble de todos los tejidos encontrados,
fuera cual fuera su estado metabólico, resulta obvia la idea de la existencia de algún mecanismo que
regule la actividad de dichas enzimas.

En este sentido, se encontró, también en fracción soluble (Roth, 1956), una proteína capaz
de unirse a las ribonucleasas alcalinas con una afinidad especialmente elevada, dando así lugar a un
complejo en el que la ribonucleasa se encuentra en estado inactivo (ribonucleasa latente). A esta
proteína se la conoce como inhibidor de ribonucleasa (IR), y se encuentra en un exceso molar, sobre
la RNasa, de 3-8 veces (flrokdorf y Knowler, 1986>. Como resultado de la elevada afinidad de la
unión, al menos el 90%-95 % de la RNasa presente en el citoplasma celular se encuentra en forma
latente (Kraft y Shortman, 1970a,b).

El IR resultó ser una proteína muy lábil, sensible a proteasas, pH ácido, calor (incubaciones
a 55 0C durante 30 minutos conducen a su inactivación total), y especialmente a reactivos bloqueantes
de grupos sulfhidrilo, aún en bajas concentraciones (Goto y Mizuno, 1971). El tratamiento con ácido
p-hidroximercuribenzoico (pHMB)(Roth, 1956; Shortman, 1962; Bishay y Nichols, 1973) o con A’-
etilinaleimida (NEM)(Girija y Sreenivasan, 1966; Bates et al., 1985) inactiva al IR de forma
irreversible. El posterior tratamiento con agentes reductores en exceso no recupera la actividad
inhibidora (Blackburn et al., 1977; Little y Meyer, 1981). Esto indica la necesidad de un estado
reducido en sus grupos SH para el mantenimiento de su actividad. De hecho, la manipulación de esta
proteína requiere la presencia de agentes reductores, tales como 2-mercaptoetanol o ditiotreitol (071’),
con el fin de preservar su actividad inhibidora frente a la oxidación ambiental. Por el contrario, la
ribonucleasa es, por sí misma, una proteína muy estable frente a las condiciones ambientales.
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La elevada sensibilidad del IR a las condiciones del medio hizo, pensar en la posibilidad de
que ésta fuera una proteína con misión reguladora, y que realmente ejerciera. in vivo, el papel de
mecanismo de regulación de la actividad de las ribonucleasas alcalinas cítoplasmáticas. y. en último
término, de los niveles de RNA y biosíntesis de proteínas (Kraft y Shortman, 1970a,b; Liu el al.,
1975a,b; Mcgregor et al., 1981). Dicho mecanismo de regulación tendría un carácter general, al
menos en lo que a mamíferos se refiere, puesto que el IR ha sido encontrado en prácticamente todos
los tejidos y organismos estudiados (Roth, 1956; Roth ci al., 1958; Shortman, 1961; Bishay y
Nichols, 1973; Cohen, 1976; Bloemendal el al., 1977; Burton ci al., 1980; Button el al., 1982;
Kiyohara y Mcnjo. 1983; Bates ci al., 1985; Czajkowska el al., 1986).

Existen algunos datos que apoyan esta idea: el aislamiento de polisomas intactos depende de
la presencia de IR en los medios empleados (Elobel y Potter, 1966), y, en general, es comunmente
utilizado para inhibir actividades ribonucleolíticas en estudios sobre RNA (Lawford ci al., 1966;
Gribnau ci al., 1969; Seheele y Blackhurn, 1979; Hiranyavasit y Kusamran, 1983). Por otro lado,
en varias ocasiones se han hecho estudios de correlación entre los niveles de RNasa alcalina, de IR
y de RNA citoplasmáticos, relacionándolos a su vez con el estado metabólico del tejido en estudio.
Se ha podido observar la existencia de una estrecha dependencia entre todos estos parámetros, de
forma que, tejidos caracterizados por un estado metabólico activo, como tejidos en proceso de
desarrollo o regeneracion, tumores, órganos con elevada tasa de proliferación celular (gónadas), etc,
contienen niveles altos de RNA citoplasmático, mientras la actividad RNasa permanece en estado
latente, debido a una concentración especialmente elevada de IR (Shortman, 1962; Kraft y Shortman,
1970a,b: Greif y Eich, 1972; Kraus y Scholtissek, 1974; Liu ci al., 1975a,b; Kyner ci aL, 1979).
Por el contrario, aquellos tejidos en los que no existe un estado metabólico activo, o en tejidos en
proceso de degeneración, como tejidos altamente diferenciados (corazón, cerebro), tejidos
envejecidos, los afectados por la enfermedad de Alzheimer, cataratas, etc. presentan niveles mínimos
de RNA citoplasmático, encontrándose, por contra, una elevada actividad ribonucleolítica, posibilitada
por niveles muy bajos de IR (Brewer ce a/., 1969; Greify Eich, 1972; Lic y Matrisian, 1977; CavalIl
ci al., 1979; Bates ci al., 1985; Jones y Knowler, 1989; Marlat el al., 1981).

A mediados de los años 80 fte descubierta, aislada y caracterizada una nueva proteína
secretada por células de adenocarcinoma humano, la angiogenina, capaz de inducir el crecimiento de
vasos sanguíneos (Fett ce al., 1985; Strydom ci al., 1985; Kurachi ce al., 1985). Estudios posteriores
revelaron la presencia de propiedades ribonucleolíticas en esta molécula, aunque de carácter bien
diferente a las de las RNasas alcalinas citoplasmáticas. La actividad de la angiogenina se limita a la
hidrólisis del RNA ribosómico 185 y 285, mientras que no es capaz de actuar sobre sustratos como
C > p o polímeros de homonucleótidos (Shapiro el al., 1986). La secuenciación de la angiogenina
puso de manifiesto una elevada homología con las ribonucleasas de tipo pancreático (RNasas 1,
alcalinas), con un 33 % de identidad, manteniéndose incluso los residuos esenciales del centro activo:
His-13, Lys-40 e His-l ¡.4 de la angiogenina, se corresponden con His-12, Lys-41 e His-119 de la
RNasa. Estos hechos justifican la inclusión de la angiogenina en la llamada superfamilia de
ribonucleasas. Además, a la angiogenina se le ha encontrado otra actividad: es capaz de activar las
tostolipasas C y A. en células endoteliales, si bien no tiene propiedades mitogénicas sobre ellas
(Bicknell y Vallee, 1988, 1989).

La homología existente entre las RNasas alcalinas citoplasmáticas y la angiogenina, condujo
a la realización de estudios de interacción de esta última con el IR. Efectivamente, se comprobó que
el IR, no sólo es capaz de unirse a la angiogenina, con una afinidad 60 veces superior a la de unión
a la RNasa A, sino que además inhibe tanto su actividad ribonucleolítica como angiogénica (Shapiro
y Vallee, 1987). La elevada afinidad con que el IR se une a la angiogenina, hace pensar en la
existencia de algún papel fisiológico del inhibidor en los procesos de angiogénesis, si bien este punto
resulta totalmente desconocido hasta el momento.
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Parece, pues, que el IR está implicado en procesos de desarrollo y crecimiento en general,

si bien no se conoce exactamente el modo en que lo hace.

CARACTERIZACIÓN DEL INHIBIDOR DE RIBONUCLEASA (IR

)

Características 2enerales

Hasta la ttcha, muchos han sido los estudios realizados sobre la molécula de IR, con vistas
a su caracterización estructural (para revisión ver Eoíninaya, 1989; Cid, 1992; Lee y Vallee, 1993).
Por el contrario, los mecanismos mediante los cuales el IR ejerce su actividad reguladora son
absolutamente desconocidos.

Fue detectado por primera vez en 1952 por Pirotte y Desreux, si bien no fue hasta 1956
cuando se determinó su naturaleza química (Roth, 1956) y hasta 1977 cuando se consiguió purificar
a homogeneidad a partir de placenta humana (Blackburn el al.. 1977, 1979a). Desde entonces, se han
purificado otros inhibidores de RNasa de mamíferos: de hígado (rata, ratón, ternera, cerdo y oveja)
(Burton y Fucci, 1982), de cerebro (ternera, por Burton ci al., 1980, y de cerdo, por Cho y Joshi,
1989), de cristalino bovino (Ortwerth y Byrnes, 1972) y de testículo de rata (Fominaya el al., 1988a).
Algunos de estos IR han sido secuenciados. Por el contrario, ningún IR de no mamífero ha sido
purificado hasta homogeneidad aún, si bien ha sido detectada su presencia en diversos organismos:
microoganismos (Hartley, 1988), insectos (Aoki y Natori, 1981; García-Segura ce al., 1985a,b;
Konichev eta!., 1986), anfibios (Malika-Blaskiewicz, 1978), aves (Dijkstra ci al., 1978) y mamíferos
primitivos (Kraft y Shortman, 1970a). Recientemente sa ha conseguido la cristalización del IR
procedente de hígado de cerdo (Kobe y Deisenhofer, 1993; Neumann el al., 1993).

El IR es una proteína de 50 kD, de carácter ácido (pl alrededor de 5), capaz de unirse a
ribonucleasas alcalinas intracelulares y extracelulares con una estequiometría 1:1, a juzgar por el peso
molecular calculado para el complejo: 64kD para el formado por IR-RNasa de placenta humana
(Blakburn ce al., 1977).

La composición de aminoácidos del IR presenta algunas peculiares características, como el
elevado contenido en residuos hidrofóbicos (20 % de leucinas y 2 % de isoleucimias), en residuos
cargados (13 % de glutámico y aspártico y 8 % de glutamina y asparagina) y en cisteinas (entre 30
y 32 por molécula, generalmente) todas ellas en estado reducido. Estos tres grupos de residuos
parecen jugar un papel esencial en el mecanismo de acción del IR. Se sabe que las fuerzas mediante
las que se une a la ribonucleasa son tanto de tipo hidrofóbico como electrostático: un aumento en la
fuerza jónica del medio conduce a una disminución en la constante de asociación del IR a la RNasa
y a un aumento en la constante de inhibición de la angiogenina; de igual modo, variaciones en el pH
del medio provocan variaciones en los valores de K~ (Lee ce al., 1989a,b,c).

Esttmdios de secuencia

La secuencia de aminoácidos de la molécula está compuesta por 7 unidades repetitivas de 57
residuos, con un promedio de identidad entre ellas del 39 %. El conjunto de aminoácidos
comprendidos en estas unidades repetitivas da cuenta del 87 % de la molécula. Los extremos N-
terminal y C-terminal, de 34 y 28 residuos respectivamente, son de composición más variable, aunque
relativamente similar a la de los segmentos repetitivos (Lee ce al., 1988; Hofsteenge ce al., 1988)).
Las 7 unidades de repetición constan a su vez de dos tipos de módulos, denominados A y B, de 27
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y 28 residuos respectivamente, y bastante conservados entre las distintas unidades. En cualquier caso,
el grado de conservación de estos módulos A y B es considerablemente menor que el que presentan
las 7 unidades superiores entre si.

Si alineamos la secuencia de aminoácidos de la proteína superponiendo las 7 unidades
repetitivas (figura lA), se comprueba que tanto las leucinas como las cisteinas se encuentran, en su
mayoría, situadas en posiciones conservadas entre los distintos módulos. Si en lugar de analizar la
identidad entre los diferentes fragmentos repetitivos, analizamos el grado de homología, encontramos
que prácticamente toda la secuencla es una alternancia de residuos hidrofóbicos (principalmente
leucinas) y polares (cisteinas, serinas, treoninas, aspárticos y glutámicos fundamentalmnente, y, en
menor grado, lisinas y argininas).

La característica estructura primnaria del IR se ve reflejada en su estructura secundaria, según
las predicciones hechas para el IR de placenta humana con el algoritmo de Chow y Fasman (1978)
(Lee ce aL, 1988). Alineando la secuencia en la forma en la que lo hicimos para analizar la estructura
primnaria (figura IB), se observa que los giros II aparecen localizados en posiciones prácticamente
constantes entre las 7 unidades de repetición. El resto de estructuras secundarias predichas resultan
igualmente altamente conservadas.

Por lo tanto, como consecuencia del análisis de las estructuras primaria y secundaria, puede
concluirse que el IR está compuesto por 7 dominios internos.

Unidades repetitivas ricas en leucina. Homología con otras proteínas

La estructura primaria del IR presenta gran similitud con un grupo de proteínas de función
diversa, y caracterizadas todas ellas por poseer igualmente repeticiones ricas en leucina. En este
grupo, que se conoce como LRM (‘leucine vich motifs”), se incluían, hasta fechas recientes, las
siguientes proteínas: subunidad a de la glicoproteina ib, glicoproteina de membrana de plaquetas
humanas implicada en la interacción con el factor von Willebrand y en la adhesión de plaquetas al
suhendotelio (Titani ci al., 1987; López ci aL, 1987); glicoproteina a, de suero humano, de función
desconocida (Takahashi et al., 1985); chaoptina de Drosophila, proteína integral de membrana
implicada en la adhesión entre células R en el ojo (Reinke ci aL, 1988); ToIl, proteína de Drosophila,
posiblemente unida a membrana, que interviene en la diferenciación embriónica (Hashimoto ce al.,
1988) y adenilato ciclasa de levadura, proteína unida a membrana que convierte ATP en AMPc
(Kataoka ce aL, 1985).

En todas estas proteínas existen unidades repetitivas de alrededor de 24 residuos, ricas en
leucina, y con un carácter anfifílico, al igual que el IR. Estas unidades de repetición guardan una gran
homología con los módulos A o B del IR, si bien son más cortas y en ninguna de ellas se da la
alternacia de dos motivos diferentes. Como se ha mencionado, ninguna de estas proteínas tiene
localizaci~n citoplasmática, a excepción del IR. En un principio se atribuyó a esta peculiar estructura
anfifílica la capacidad de unión a membranas. Un análisis mas detallado llevó a la conclusión de que
no presentaban la adecuada disposición espacial anfifílica capaz de llevar a cabo esta interacción
(Eisenberg, 1984; Reinke ci al., 1988). Schneider (1988) propone que la misión más probable para
este tipo de estructuras, es la de mediar interacciones proteína-proteína. Todas las proteínas de este
grupo, aún siendo en algunos casos moléculas unidas a membrana, participan igualmente en
interacciones con otras proteínas.

Recientemente ha sido encontrado un nuevo componente de este grupo. Se trata de la proteína
RNAI de levadura, implicada en los mecanismos de procesamiento de RNA en el citoplasma



INTRODUCCIÓN

O i•TEEH •KD GSAflRANPS

OSIT EAGEG V PS ~RS ~

E~~TAAs•EP ASV•RA RA
E~•TPANMKD O •ASOAS

NSITASGMRD RV•OAKE

K
11TÁÁc¡OH S ONKH

SS AS N RS
YTYI’dTEEVEDR O EOSK O

TE

RE

KE

RE

3(2
LE

RE

PV

MNLDIHCEOLSDARHTE LP 00 EV

O RTNE GOAOVHL [CG OSP K RK

H SDNP GOAGLRL CEO LOPO H 2K

T SÑNO GEAGARy GOG AOPA O E

o OSNO GOAGIAE EG LSPA R KSil liii5 AGNK GOEGARL ES LOPO O ESO SSHK GOSGIQE OA SOPG PVO SNNC ODPOVLO LOS EOPO A EO

91

148

205

262

319

3)6

433

FIGURA 1. (A) Estructura primaria del IR de placenta humana (Lee eral., 1988). El alineamiento
se ha hecho de forma que se consiga el mayor grado de homología entre las posiciones de los
distintos segmentos. (8) Predicción de estructura secundaria para el mismo IR (Lee ce al., 1988)
basada en el algoritmo de Chow y Fasman (1978). La estructura en a-hélice se representa con una
hélice (el número de vueltas no indican el número de giros), la lámina 13 con zig-zag, y los giros
fi por horquillas.
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(Schneider y Schweiger, 1992). El estudio de esta molécula ha supuesto un gran avance, no sólo en
la elucidación de la misión de las estructuras repetitivas ricas en leucina, sino más especia[mnente en
la comnprension de la posible funcionalidad del IR.

La proteína RNAI de levadura, resulta ser, con mucho, el miembro del grupo que guarda una
mayor semnejanza estructural con el IR. Esta afirmación está avalada por varios hechos:

Está tbrmnada por repeticiones de 28-35 residuos de longitud; es decir, son, junto comi las
del IR, los ¡nódulos de repetición de mayor tamnaño.

2.- Los patrones de conservación de residuos son los más similares a los del IR de entre todas
las proteínas del grupo (figura 2).

3.- Son las dos únicas proteínas de localización citoplasmática.

4.- Tanto el IR como la proteína RNAI están implicadas, directa o indirectamente, en el
metabolismo del RNA.

5.- Los ¡nódulos de la molécula de RNAI pueden subdividirse en dos grupos diferentes,
atendiendo al patrón de repetición de residuos, y que resultan ser extraordinariamente
similares a los módulos A y B del IR. Así, RNAI e IR son los únicos miembros del grupo
con alternacia de dos patrones de repetición diferentes, aunque manteniendo similitudes entre
sm.

ANAl xx xPxLExLxDt4xXxxxxSExLXKxXx

IR módulo A

IR módulo B

Superfamilia LRM

rxkPsLreLxXsdNxLgdXgXxxLcxsXl

x p x e x LE x L x L x x O x X t x a x e x x L x -g L 1

a a a x a L a a L a X a aN/Ca X a a a x a a a a

Figura 2. Aiinean,ientode patrones de repetición ricos en leucina dei IR (módulos Ay Bxsehneider el
a/.. 1988>,de ma proteínaRNAm y tía secuenciaconsenso de los ¡nódulosde las proteínas de la familia
LRM5. Los residuos que se repitan más de cuatro veces en ci alineamiento se especifican en mayúsculas.
Cuando se repiten más de cuatro veces residuos similares, se representan en minúsculas, Las posiciones
expresadas conX están ocupadas, en al menos un 70 % de los casos, por resluod túdrofóbicos similares
ai gnhpo LIVMAF.

Estos autores proponen, no sólo una funcionalidad común en el control del metabolismo del
RNA, sino incluso un origen común para ambas proteínas. El curso evolutivo habría conducido a la
pérdida de una región de carácter ácido en el extremo C-terminal de la molécula del IR, que en RNAI
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Estudios de muta~énesis

La existencia de estos dominios en la molécula del IR, a primera vista, resulta sorprendente,
habida cuenta de la estequiometria 1:1 de la unión a RNasa/angiogenina. Inmediatamente surgen las
preguntas: ¿son necesarIos tantos inódulos, de casi idénticas características, para unir una única
molécula?. ¿Qué sentido funcional tiene la repetición de unidades?. En general se sabe que la
duplicación de secuencias en proteínas es una estrategia comúnmente empleada por la naturaleza para
generar estructuras macromoleculares (MeLachían, 1987). El uso de las duplicaciones es diverso e
incluye, por ejemplo, la generación de espaciadores, de dominios de unión a ligandos, o de múltiples
sitios activos en la proteína.

La determinación de la contribución de cada dominio de la molécula de IR a la funcionalidad
de la misma posibilitaría la definición del sitio de unión de la RNasa/angiogenina, lo que permitiría,
a su vez, el diseño de agentes antiangiogénicos, así como la comprensión de la tan sorprendentemente
elevada afinidad del IR por aquellas enzimas.

Con esta finalidad, se llevaron a cabo recientemente estudios de mutagénesis dirigida con la
inolécula de IR de placenta humana, en los que se comprobó el efecto que, en términos tanto de
capacidad de unión como de capacidad de inhibición, tenía la supresión de distintos módulos
repetitivos de la molécula del IR (Lee y Vallee, 1990a,b)(figura 3). Estos autores comprobaron que:

- Delecciones en los módulos 3,4 ó 6 se traducían en la formación de mutantes que mantenían
tanto la capacidad de unión como de inhibición de RNasas y de angiogenina; pero, si bien la
afinidad de la unión era considerablemente inferior (el valor de K~ pasaba de ser del orden
de INI a pM o nM), la unión seguía siendo de alta afinidad. Este hecho indica que, o bien
estos fragmentos están implicados en la interacción, aunque no son los más esenciales, o que,
aunque no se hallen en el sitio de unión, contribuyen a la estabilización del conjunto de la
estructura de la proteína. Si se compara el grado de conservación de estos módulos entre IR
de diferentes fuentes (Kawanamoto eral., 1992), se comprueba que resultan ser las unidades
repetitivas menos conservadas, lo que implica una menor presión evolutiva, que estaría
justificada por el hecho de ser las unidades con menor repercusión en la funcionalidad del IR.

- Aquellos mutantes en los que había sido eliminada la unidad 5, sola o de forma conjunta con
3 ó 6, mantenían la capacidad de unión a RNasas, lo que implica que, en la interacción, la
unidad 5 no es la única implicada. Más aún, puesto que la delección del fragmento 5
originaba mutantes sin capacidad inhibidora de RNasa, parecía claro que esta unidad no era
imprescindible para interacción, pero si era esencial su presencia para que el IR ejerza su
actividad inhibidora de RNasas, bien porque en esta región se hallen los residuos implicados
en la ejecución de tal actividad, o bien porque esta región determine una interacción
productiva. Los estudios llevados a cabo recientemente por Crevel-Thieffry ce al. sobre el IR
de placenta humana aportaron nueva luz sobre este fragmento de la secuencia (Crevel-Thieffry
cl al., 1992). Tras digerir la molécula del IR con tripsina, consiguieron aislar un péptido de
tan solo 15 residuos que era capaz de inhibir a la RNasa A en un 70 %. Este péptido fue
localizado entre las posiciones 287-301 de la secuencia del IR, zona ubicada en el módulo de
repetición 5 (figura 4).

- Según Lee y Valle (1990 a,b>, la delección de los segmentos 1,2 ó 7 conduce a la pérdida
de la actividad inhibidora del IR; estudios llevados a cabo posteriormente por el grupo de
Hosteenge (Hofsteenge ce al., 199 la) con la molécula de IR de hígado de cerdo indican que
existen mutantes carentes de la región que comprende los residuos 1-93 (unidad de repetición
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1), denominado IR truncado, que siguen manteniendo su actividad, incluso con una afinidad
en la unión igual a la del IR nativo. Otro trabajo de este último grupo (Hofsteenge ce aL,
1991b) en el que modificaban químicamente las cisteinas del IR libre y unido a RNasa A
aporta nuevos argumentos: 6 cisteinas del IR que resultan protegidas de la modificación por
la RNasa se encuentran entre las posiciones 1 y 93. Por lo tanto, la significación del segínento
1 aún no está clara. Lo que si se ha comprobado, por comparación de las secuencias de IR
de distintas procedencias, es que los fragmentos 1 y 7, son zonas altamente conservadas
(Kawanamoto ce al., 1992), lo que está más en consonancia con la idea de que se trate de
módulos importantes para la fitncionalidad de la proteína.

- En los estudios llevados a cabo con el IR de placenta humana, la delección de entre un 6
% y un 86 % de los extremos N o e-terminales conducía a la pérdida tanto de la capacidad
de unión dcl IR, como de su actividad inhibidora, en los estudios llevados a cabo con el IR
de placenta humana. Los estudios realizados con la molécula de IR truncado de origen
porcino, como ya se ha comentado, aportaban datos opuestos en lo que a la región N-terminal
se refiere, mientras que los trabajos posteriores de modificación química de proteínas daban
nuevamente importancia a esta zona en la unión del IR a la RNasa.

Por lo tanto, lo que si parece claro es que las unidades de repetición 2, 5 y 7, así como el
extremo C-terminal, median la inhibición de RNasas. Mientras que al segmento 5 se le asigna la
ubicación del centro activo, el resto de estas regiones debe estar involucrado en otras funciones
importantes, tales como el mantenimiento de la conformación correcta de la molécula. Resulta
sorprendente el hecho de que en el péptido de 15 residuos localizado en cl módulo 5 no se encuentre
ninguno de los residuos de cisteina que posee el IR. Estos residuos como ya se ha comentado, resultan
ser esenciales para el mantenimiento de la actividad inhibidora; su oxidación conduce a la disociación
del complejo IR-RNasa A. De los hechos expuestos puede deducirse que quizá los grupos SU de las
cisteinas se hallan implicados en los fenómenos de interacción entre el IR y la RNasa. De hecho, el
número máximo de SH modificables por reactivos alquilantes en la molécula de complejo nativo es
dc 7, mientras que en la molécula de IR libre resultan modificados un número máximo de 22 (Cid,
1992). Ello indica la presencia de, al menos, 15 residuos de cisteína en la zona de unión entre el IR
y la RNasa. La implicación del extremo N-terminal así como la del segmento 1 en la funcionalidad
del IR no está clara en la actualidad.

De este modo, la presencia de varios módulos repetitivos en la molécula del IR tendría como
finalidad el mantenimiento de una estructura que, en su conjunto, presenta una afinidad extraordinaria-
mente elevada por la RNasa/angiogenina, lo suficiente como para llevar a cabo con éxito la misión
fisiológica que desempeña (Hofsteenge ce aL, 1988; Lee y Vallee, 1990a).

Las zonas, tanto de la RNasa A como de la angiogenina, a través de las cuales se produce la
interacción con el IR, son mejor conocidas (Blackburn y Gavilanes, 1980, 1982; Lee y Vallee, 1989;
Shapiro ce al., 1989a; Shapiro y Valle, 1989b; Bond y Vallee, 1990; para revisiones, ver Fominaya,
1989; Cid, 1992; Lee y Vallee, 1993). Dicha interacción transcurre no por un único punto, sino que
en el contacto participa una zona de la superficie de ambas moléculas, especialmente extensa en el
caso de la RNasa A. Dichas zonas de unión resultan ser las que presentan una mayor grado de
identidad u homología entre ambas enzimas. Los puntos de contacto en la molécula de RNasa A se
agrupan en tres dominios separados en la estructura tridimensional de la molécula, y compuestos por
los siguientes residuos: (A) Lys-7, Lys-41, Pro-42, Val-43, Lys-91, Tyr-92 y Pro-93; (B) Lys-31 y
Lys-37 (C) Lys-61 y los residuos adyacentes. En el caso de la angiogenina, las zonas de contacto son
menos extensas, y comprenden: los tres residuos esenciales del centro activo (Lys-40, His-13 e His-
114). así comno el Trp-89.
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l’ígura 3 Capacidad de unión y de inhibición de itNasa A de diversos inutantes de IR (Lee y vallee, 1990>. (A>
Mulantes de delección N- y C-terminales. En la estwctura del IR nativo (1) se especifican los 7 módulos de
rcpetición. El nombre y la delección introducida en los mutantes representados son los siguientes: (1), 6Na, 1-62;
(2) ÓNB, 1-225; (3) 6N4’, 1-298; (4> ¿NÓ, 1-394: (5) ¿Ca, 435-460; (6> ¿Cfi, 396-560; (8) ÓC#, 227-460 y (9)
¿a, 64-460. (B) Mtstantes con dele.cciones internas. La nomeactatura hace referencia nl número de móduto-s
dcleccionado-s: (1) al; (2) ¿1-3; (3) ¿2; (4) 62-4; (5) 63-4; (6) 63-5; (7) ¿5; (8) 65-6 (9) 66; (lO) 64-7; (11)67
y (12) ¿1-Y. Hay que denotar algunas mutaciones adicionales de residuos concretos en alguno de los mutantes
expuestos: 64-1, Gln-430 i~or Ala y Val-432 por Lys; 61-7, Glu-429 por Gb., Gmn-430 por Ala y vai-432 por
l.ys;6l-3, Glu-20t por Gín y Arg-63 por Gly; ¿Ca, Tyr-434 por Ser; ¿Ca, Arg-63 por Pro.
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Figura 4. Mapeo del sitio de unión en el IR. Los números se refieren a los módulos repetitivos. Las
zonas en blanco son zonas no caenciales. Las zonas rayadas son esenciales para la unión. El sitio de
unton a kNasa reside, ftindan,entalmente, en las repeticiones 2.5, ‘7 y en el extremo C-tcnninai, o en
uno combinación de ellos. El módulo 5, punteado con fondo negro, resulla esencial para la actividad
inhibidora.

Inactivación del IR por oxidación de sus cisteinas

La oxidación de los residuos de cisteina del IR se traduce en la pérdida irreversible de la
actividad inhibidora. Recientemente, Fominaya y Hofsteenge (1993) llevaron a cabo un estudio en el
que comprobaron los cambios que sufre la molécula de IR libre cuando sus grupos SH son oxidados
por cantidades subestequiométricas del reactivo de Elíman. Dedujeron que, tras la modificación inicial
de un pequeño número de grupos tiólicos, la molécula de IR debe sufrir un cambio conformacional
que causa un incremento en las reactividades de sus grupos SH restantes. En consecuencia, cada
inolécula de IR “tocado” por el reactivo de Elíman se vuelve más susceptible a seguir reaccionando,
de manera que se llegan a modificar sus 30 grupos sultbidrilo (oxidación total). Tal oxidación de las
moléculas inicialmente modificadas se produce de forma preferente a la del resto de moléculas que
no han llegado a dicho umbral. Esta conclusión fue extraída del hecho de no encontrar ninguna
molécula de IR con estados intermedios de modificación. La reacción del inhibidor con el reactivo
de Elíman sigue un mecanismo “todo o nada”, observándose una relación lineal entre el grado de
ínodificación introducido y el de pérdida de actividad inhibidora alcanzada. La oxidación de la
totalidad de los grupos SH conduce a la pérdida total de la actividad del IR.

CARACTERÍSTICAS DE LA INHIBICIÓN POR IR

Tipo de inhibicón

Los estudios cinéticos sobre la inhibición que ejerce el IR en la RNasa, llevaron a clasificar
a ésta como de alta afinidad o unión estracha (tight-binding) (Turner ci al., 1983). Previamente, a la
luz de los resultados obtenidos mediante los tratamientos cinéticos clásicos (Greif y Eich, 1972;
Ortwerth y Byrnes, 1972; Bishay y Nichols, 1973; Burton ce al., 1980), se consideró al IR como
un inhibidor de tipo no competitivo. Sin embargo, esta clasificación no concuerda con el hecho de
que los sitios de unión del IR y del RNA a la RNasa solapen. Según esto, se trataría de un inhibidor
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de tipo competitivo, si bien un valor de Kn para esta enzima superior al valor de K~ en 6-9 órdenes
de magnitud hace que, a efectos prácticos, nunca llegue a establecerse dicha competencia. Por lo
tanto, nuestro grupo propuso un nuevo tipo de inhibición para el IR: inhibidor sin competición
(Fominaya ce al., 1988b). Aunque se ajustan a la definición de inhibidores competitivos, la
extraordinaria afinidad por la enzima descarta todo posibilidad de competencia.

Constantes de inhibición

El IR es un potente inhibidor de RNasas. presentando unos valores de K1 excepcionanxente
bajos, que reflejan tanto elevadas velocidades de asociación como muy pequeñas constantes de
disociación. Como hemos mencionado, los tratamientos cinéticos clásicos no son capaces de definir
el ct)mportamiento de los inhibidores de este tipo, ni permiten el cálculo correcto de sus constantes
de inhibición. Parten de un planteamiento en el que la concentración de inhibidor es muy superior a
la de la enzima, pudiéndose entonces hacer la suposición de que la concentración de inhibidor libre
es aproximadamente igual a la del inhibidor total. En el caso de inhibidores de alta afinidad, estos
supuestos no se cumplen, puesto que las condiciones de ensayo incluyen una concentración de
inhibidor aproximadamente igual a la de la enzima. Los métodos cinéticos clásicos aplicados a
inhibidores de unión estrecha obtienen unos valores de las constantes de inhibición por exceso. Esto
fue lo que ocurrió con los primeros estudios cinéticos llevados a cabo con la molécula del IR
(Blackburn «Ial., 1977; Burton ce al., 1980), que dieron como resultado valores de K~ del orden de
l0~~lO~ M.

Los estudios cinéticos llevados a cabo con la angiogenina y el IR de placenta humana (Lee
ce al., 1989a) indican un mecanismo de unión del IR a la enzima en dos pasos. El primero de ellos
implica la formación rápida de un complejo enzimaiR, (El), mientras que el segundo consiste en una
lenta isomerización del complejo hacia una forma EI* de unión estrecha.

Ki

1=2

(2) EJ 4iiiiiiiit El

k -2

Un mecanismo similar, en dos pasos, ha sido descrito para diversas enzimas con inhibidores
de unión estrecha o alta afinidad, por lo que parece ser un mecanismo común para este tipo de
inhibición (Morrison y Walsh, 1988). Algunos ejemplos son: la inhibición de tripsina por el inhibidor
de tripsina de soja (Luthy et al., 1973), o de a-quimotripsina por inhibidor de tripsina pancreático
(Quast ci al., 1974).

Algunos autores afirman que en el trascurso de la segunda de las etapas del mecanismo, puede
darse cierta competencia del sustrato con el IR, por el sitio de unión (Vicentini e: al., 1990).
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La evaluación de las constantes de asociación y de disociación del IR de placenta humana a
la angiogenina, de tonna independiente (Lee el aL, J989a>, permitió el cálculo de un valor de K~ de
0.7 x ío~ M, similar al obtenido para la unión del mismo IR a la RNasa de placenta. pero 60 veces
inferior al calculado para su asociación a la RNasa A (Lee cia!.. 1989; Shapiro y Vahee, 1991).

FUNCIONALIDAD DEL IR

A pesar de los muchos estudios que se han realizado sobre la actividad del IR, poco se conoce
hasta la fecha sobre su posible funcionalidad in vivo.

Los primeros datos apuntaban hacia un papel regulador del metabolismo del RNA. En la
célula existe un gran número de ribonucleasas con diferentes
propiedades y especificidades. Nuestro grupo formuló una hipótesis (García-Segura, 1985), según la
cual el conjunto de RNasas alcalinas, de locahizaci6n citopiasmática, y con actividad endonucleolítica,
serían responsables de la degradación inicial del RNA. La hidrólisis de una molécula de RNA por un
único punto generaría un producto no funcional, de modo que quedaría interrumpida la traducción
del mensaje genético a proteínas. Estas hidrólisis iniciales darían como resultado fragmentos de RNA
de tamaño medio, provocando, además, una disminución en el valor del pH del mnicroentorno. La
acidificación del medio activaría las RNasas de tipo ácido, que degradarían los fragmentos intermedios
de RNA hasta nucleótidos, que podrían así, ser incorporados en nuevas moléculas de RNA.

La presencia en el citoplasma celular de RNasas de tipo alcalino supone un grave peligro para
el mantenimiento de Ja integridad del RNA. Por lo tanto, se hace evidente Ja necesidad de un sistema
que regule la actividad de dichas RNasas, papel que le ha sido adjudicado al IR, debido a su
localización igualmente citoplasmática, y a su elevada afinidad por ellas. Una constante de inhibición,
K~, del orden de l0í3~l0ís M se traduce en la existencia de, prácticamente, el total de la RNasa
presente en el citoplasma en forma libre, en condiciones fisiológicas normales.

Existen múltiples estudios que relacionan el estado metabólico celular con los niveles de
RNA, de IR y de RNasas alcalinas.

- Aquellos tejidos caracterizados por una importante actividad anabólica presentan un alto
contenido en IR, lo que implica la existencia de la RNasa en forma latente, y la posibilidad
de elevados niveles de RNA citoplasmático. Esto ocurre en en órganos en proceso de
desarrollo (Liu ci al., 1975b; Suzuki el al., 1970), en órganos adultos con elevada tasa de
proliferación celular, como en testiculo (Fominaya ce al., 1988a), o en tejidos tumorales
(Kraft y Shortman, 1970a).

- Por el contrario, situaciones que imlican una potenciación del catabolismo celular, cursan
con bajos niveles de RNA, debido a una disminución en los niveles de IR. Esta situación se
ha encontrado en tejidos envejecidos (ICraft y Shortman, 1970a,b), en músculos tras un
periodo de inmovilización (Kiss y Guba, 1979), en hipertiroidismo (Greif y Eich, 1977) o en
situaciones patológicas caracterizadas por procesos de degeneración tisular, como en la
corteza cerebral de individuos afectados por la enfermedad de Alzheimer (Sajdel-Sulkowska
y Marotta. 1984; Marotta el aL, 1986), o en cristalino afectado por cataratas (Cavahlí ci al.,
1979; Ortbwerth y Byrnes, 1971).

Sin embargo, la correlación entre estados anabólicos o catabólicos y niveles elevados o
disminuidos de IR, respectivamente, no se ha encontrado en todos los casos estudiados. Por ejemplo,
en la autopsia de la corteza cerebral de algunos individuos afectados por la enfermedad de Alhzeimer,
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no se han encontrado alterados los niveles de RNA (Morrison el cl., 1987), de RNasa (Maschoff ce
al., 1989) o de IR (iones y Knowler, 1989).

Las RNasas identificadas como sensibles a la inhibición por el IR que mejor han sido
caracterizadas, tienen una localización no citoplasmática: RNasa A (Blackburn y Moore, 1982),
RNasa alcalina hepática (Shapiro y Vallee, 1991; Hofsteenge cccl., 1989), angiogenina <Fett ce al.,
1985), RNasas derivadas de tumores (Shapiro ci al., 1986b), proteína catiónica de cosinófilos (Gleich
«tal., 1986), o RNasa seminal en su estado monomérico (Murthy y Sideshmukh, 1992), entre otras.
Todas estas RNasas ven inhibida su actividad por el IR con constantes de inhibición K, del orden de
l04~l0s M, lo que, obviamente, supone una interacción no casual.

Además de la protección del RNA, el IR puede estar implicado en la regulación de diferentes
actividades fisiológicas asociadas a otras enzimas sensibles a su inhibición. Por ejemplo: la
neurotoxina derivada de eosinófilos, idéntica a la RNasa alcalina hepática (Hamann cl al., 1989;
Rosemberg rial., 1989), y la proteína catiónica de eosinófilos son potentes neurotoxinas que inducen
el fenómeno de Gordon, un síndrome neurológico caracterizado por ataxia y parálisis, cuando son
inyectadas en conejo (Gleich ci al., 1986). La RNasa seminal, un miembro de la familia de las
RNasas pancreáticas, es una enzima dimérica con actividad antiespermatogénica, antitumoral e
inmunosupresiva (Leone ce al., 1973; Matousek, 1973; D’Alessio cl al., 1991).

En el último caso, el de la RNasa seminal, se ha propuesto recientemente el mecanismo que
podría regular el metabolismo del RNA (Murthy y Sideshmukh, 1992), y que se resume esquemática-
mente en la figura 5. La forma dimérica de la RNasa seminal, con actividad ribonucleolítica, es
estabilizada por altos niveles de RNA, y resulta insensible a la inhibición por IR. De este modo, en
las situaciones en que los niveles de RNA fueran lo suficientemente elevados, se activaría la RNasa,
que procedería a la regularización de dichos niveles de RNA. Por el contrario, cuando la
concentración de RNA disminuye suficientemente, se desestabiliza la forma dimérica de la RNasa,
lo que conduce a su disociación. Los monómeros de RNasa seminal no tienen actividad ribonucleolí-
tica, y son sensibles a la inhibición por el IR. Este aseguraría la permanencia de la enzima en estado
monomérico en tanto en cuanto los niveles de RNA no vuelvan a incrementarse.

IRNAI alta PNasa dímérica IRNAI baja

Estabil¡zación del diméro Monomenzación

RNasa ctmérica RNasa monoméríca

IR —1
No ¡nhibición de RNasa Inhibición de RNasa

1 1
RNasa activa RNasa inactíva

1
Degradación de RNA Baja o ninguna

degradación de RNA

Figura 5. Diagrama esquemático de la inhibición de la RNasa seminal, B5-l, por el IR en condiciones de altas o bajas
concentraciones de RNA (Murthy y Sideshmukh, 1992>. Control de la actividad enzimática neta, y, por ende, de la concentración
de RNA.
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Pero, de todos estos casos, sin duda el más estudiado, a excepción de la RNasa A , es el de la
angiogeni na.

Como ya se apuntó anteriormente, la angiogenina es una proteína extracelular, aislada
inicialmnente de cultivos de células tumorales humanas y, posteriomente de plasma humano (Fett el
al., 1985; Shapiro eta!., 1987). Pertenece a la superfamilia de ribonucleasas de tipo pancreático, si
bien su actividad más característica es la de promover la formación de vasos sanguíneos, permitiendo,
así, la progresión y difusión de tumores. El IR es capaz de unirse a esta enzima siguiendo una
estequíometría 1:1, con una K~ 60 veces inferior a la que presenta por la RNasa A, inhibiendo, como
consecuencia, tanto su actividad ribonucleolítica como la angiogénica (Shapiro y Vallee, 1987). La
elevada afinidad de la unión hace pensar en la existenciade un posible papel regulador de los procesos
de angiogénesis por parte del IR (Lee el al., 1989a,b). Un valor tan extremadamente bajo para la K~
es apropiado para la inhibición de una proteína capaz de inducir neovascularización en niveles
temtoinolares (Fett ci al., 1985). La angiogenina podría existir en forma de complejo con el IR en
condiciones normales.

Recientemente ha sido mapeado el gen que codifica para la proteína IR (Crawford ci al.,
1989; Weremowicz et al., 1990; Zneimer ce al., 1990; Schneider ce al., ¡992). Se trata de un único
gen que se transcribe a 5 mRNAs, cuyas diferencias s encuentran en los extremos 5’, regiones que
no son traducidas, dando así lugar a una única especie proteica. Este gen ha sido localizado en la reg-
ión lIpiS.S, la región terminal del brazo corto del cromosoma 11, mediante técnicas de hibridación
in vii-u. Esta posición resulta estar ubicada en una región del cromosoma, que se sabe está implicada
en la regulación del crecimiento y en el desarrollo de tumores tales como el tumor de Wilms’
rahdomiosarcoma, hepatoblastoma o carcinoma adrenal. Aquí se han localizado los genes de la
hormona paratiroidea (PTI-I), de la 13-globina, el del factor de crecimiento 2 similar a insulina (16F2),
el protooncogen 1-IRAS (a menos de 9Okb del gen del IR) etc (para revisión ver Junien y McBride,
1989). Por tanto, la situación del gen del IR en esta zona apoya la implicación de esta proteína en
procesos de crecimiento y desarrollo en general, y de la proliferación de tumores en particular.

Pero, ¿cómo podría explicarse que el IR, proteína de localización citoplasmática, pueda
constituir un mecanismo de regulación de enzimas cuya ubicación es extracelular?. Una explicación
para esta aparente paradoja, seria que el IR tuviera la misión de proteger a la célula y a su RNA, no
salo frente a la presencia de RNasas intracelulares sino también frente a la invasión de RNasas de
origen extracelular (Roth, 1958; Imrie y Hutchison, 1965; Beintema, 1987; Beintema e: al., 1988;
Shapiro y Vallee, 1991). Esto explicaría la existencia de niveles de IR libre tan elevados. Por otro
lado, hay que destacar el hecho de que se haya encontrado material reactivo frente a anticuerpos anti-
IR en suero (Feldman ce al., 1988), aunque no haya sido aún concretada la naturaleza de dicho
material. Su identificación como IR abriría todo un abanico de posibles implicaciones funcionales de
esta proteína. Por el momento, sólo podemos adjudicarle al IR la misión de sistema regulador de
RNasas en el interior celular.

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE RNasas

Recientemente se ha publicado la caracterización de la proteína RNAI de levadura que, como
ya se comentó, pertenece al grupo de proteínas con dominios repetitivos ricos en leucina, siendo, de
todas ellas, la que guarda mayor semejanza con el IR (Schneider y Schweiger, 1992). Esta proteína
participa en los mecanismos de procesamiento del RNA. Los autores de este trabajo proponen, tanto
para la proteína RNAI como para el IR la función de “anda” intracelular, puesto que el IR es una
proteína que se une e inhibe a una gran variedad de enzimas, cada una de las cuales, como ya se ha
visto, es capaz de inducir procesos de muy diversa índole, y, en muchos casos, francamente drásticos
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(hidrólisis de RNA citoplasmático con la consiguiente inhibición de su traducción a proteínas,
neovascularizacion, inducción de síndromnes neurológicos, etc.). El IR se mantendría unido a estas
enzImas, inliibiéndolas hasta el momento en el que, tras la aparición una adecuada señal, fueran
liberadas para ejercer su misión en el citoplasma (RNasas alcalinas citoplasmáticas) o en dianas
nucleares, reprogramnando así las funciones celulares. Las drásticas alteraciones que estas enzimas
provocaml, justifica la extraordinariamente elevada afinidad que el IR presenta por ellas. La unión es
tan fuerte, que, por sí misma, resulta prácticamente irreversible. Esta situación es poco probable,
hablando en términos de economía celular. Se piensa. más bien, que el complejo IR-RNasa sea un
reservorio de la enzimna en espera de un tercer elemento, la señal, que, modificando la naturaleza de
alguno de los dos miembros del comnplejo, determinea la liberación de la enzima.

En este sentido podrían apuntar los datos acumulados acerca de las alteraciones observadas
en los tejidos neuronales de individuos afectados por la enferínedad de Alhzeimer. Se ha comprobado
que en dichos tejidos se produce una acumulación de aluminio, catión que, por otro lado, se sabe que
es capaz de impedir la unión entre la RNasa alcalina y el IR de cerebro bovino (Cho y Kim, 1991).
El aluminio se une a la RNasa alcalina con una estequiometría ¡:1 incapacitándola para unirse al IR,
pero manteniendo íntegra su actividad ribonucleolítica. Estos hechos podrían apoyar la hipótesis de
Schneider ci al., en el sentido de que la RNasa alcalina permanecería unida al IR e inhibida en
condiciones fisiológicas normales. La acumnulación de aluminio en las células neuronales dispararía
la liberación de la RNasa y la consiguiente degeneración celular, en último término.

Control Dar el estado rédox celular

Ya se ha comentado la presencia de un gran número de residuos de cisteina en la molécula
del IR, así como la necesidad de que se encuentren en estado reducido para el mantenimiento de la
actividad inhibidora. De hecho, los tratamientos del IR con agentes bloqueantes de grupos sulfluidrilo,
como pHMB (Roth, 1956; Hishay y Nichols, 1973) o N-etilmaleimida (Girija y Sreenivasan, 1966;
Bates et al., 1985) conducen a su inactivación, Los trabajos realizados iii vilro con esta molécula,
requieren la inclusión de agentes reductores, tales como el 8-mercaptoetanol o el DTf en todos los
medios. El papel que los grupos SR juegan en la funcionalidad del IR no ha sido bien determinado
hasta la fecha, si bien se sabe que al menos 15 de ellos se encuentran en la zona de unión del IR a
la RNasa, pues resultan protegidos de la modificación con agentes alquilantes (Hofsteenge et al.,
1991b; Cid, 1992). No está claro si las cadenas laterales de estos residuos de cisteina participan ono
de forma directa en la interacción con la RNasa. Sea cual friere la misión de los grupos 51-1 de la
molécula de IR, lo que si está claro es resultan esenciales para el mantenimiento de su actividad. Es
por este motivo por lo que se ha postulado que el estado rédox celular puede ser, en último término,
quien module la actividad del complejo IR-RNasa, actuando sobre la molécula del IR. En condiciones
fisiológicas normales, el inhibidor se encontraría unido a la RNasa alcalina, gracias a unascondiciones
amnbientales de carácter reductor. Una disminución del poder reductor del medio sería la señal que
determinaría la liberación de la actividad RNasa. Por su propia naturaleza, esta regulación de la
actividad inhibidora, presentaría un carácter reversible.

El glutation en equilibrio entre las formas reducida y oxidada (GSH, GSSG), constituye el
principal regulador y exponente del estado rédox celular (Meister, 1981). En menor medida, otros
componentes, presentes en concentraciones inferiores (CoASSG y CoASSCoA; cisteina y cistina;
cisteamina y cistamina, etc.), pueden intervenir también en los equilibrios de oxidación-reducción.

El hecho de que el IR pueda ser regulado por el estado rédox celular no sería novedoso. Antes
al contrario, dicha regulación quedaría enmarcada dentro de la denominada hipótesis de Gilbert, según
la cual, las fluctuaciones fisiológicas de la relación GSH/GSSG pueden determinar la regulación
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metabólica de enzimas con grupos sulfhidrilo o puentes disulfuro esenciales para su actividad (Gilbert,
1982). Existen diversos estudios que correlacionan fluctuaciones en la relación GSH/GSSG con
cambios metabólicos que implican a su vez variaciones en la relación IR/RNasa, y que podrían apoyar
indirectamente la hipótesis de la regulación de este último sistema por el estado rédox del medio:

- Así como en tejidos afectados por la enfermedad de Alhzeimer o en los cristalinos con
cataratas se han encontrado disminuidos los niveles de RNA y de IR, con el consiguiente
aumento en la actividad RNasa libre, también se ha visto alterada, en algunas ocasiones, la
relación GSH/GSSG, si bien las conclusiones no están perfectamnente claras.

- Los tejidos envejecidos suelen presentar potenciales de reducción menores, habiéndose
encontrado bajos niveles de RNA y de IR.

- Estados metabólicos caracterizados por una elevada actividad biosintética, como en el caso
de tumores, o , en general, tejidos con elevada tasa de proliferación celular, presentan fuertes
potenciales reductores (McCormack y Palmer, 1980; Noelle y lawrence, 1981; Bajardi ci al.,
1983; Gascoyne. 1986).

Una evidencia más directa la constituye el hecho de que el sistema GSH/GSSG sea capaz de
inducir in vii-ro la liberación de la actividad RNasa que forma complejo con el IR (García-Segura et
al., 1985; Cid, 1992).

Para comprender mejor la regulación del sistema IR-RNasa, objetivo fundamental del presente
trabajo, vamos a revisar previamente los aspectos más importantes que se conocen acerca de la
regulación de enzimas por el estado rédox, en general, y por el sistema GSH/GSSG en particular.

REGULACiÓN DE ACTiVIDADES FISIOLÓGICAS POR EL ESTADO RÉDOX
CELULAR. HIPÓTESIS DEL TERCER MENSAJERO O DE GILBERT

Se conocen un gran número de proteínas que dependen de la presencia de grupos tiólicos en
sus estructuras para exhibir su actividad (Jocelyn. 1971). Estas proteínas son inactivadas cuando se
tratan con agentes químicos bloqueantes de grupos sulfhidrilo, tales como NEM, ácido 5,5’-ditiobis
(2-nitrobenzoico) (DTNB) (Connellan y Folk, 1969; Tian ci- al., 1985), o con disulfuros biológicos,
como GSSG, CoASSCoA, cistina, cistamina, etc. En la Tabla 1 se recogen algunos ejemplos de este
último tipo de estudios. Por el contrario, existen otrs proteínas, minoritarias, que son activadas por
la oxidación de sus grupos tiólicos a puentes disulfuro (Tabla 1).

Estos datos hicieron plantear la posibilidad de que tanto el control de algunas funciones
biológicas, como el mantenimiento de estructuras macromoleculares, estuviesen mediados por el
estado rédox celular, a través de reacciones de intercambio tiol-disulfuro (Kosower y Kosower,
1976a,b). Este modo de regulación vendría a engrosar el grupo de mecanismos de regulación
enzimática por modificación covalente. El esquema general de la reacción sería como sigue:

(3)
RSH + RSSR — R’SSR + RSFI
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Enzima

Hexokinasa
Eritrocitos humanos

Clutation reductasa

Glucógeno sintetasa ID

Piruvato Kinasa

y-glutamilcisteína
silltetasa

Adenilato ciclasa

Posforilasa/fostatasa

Ribonucleótido reductasa

Hidroximetil glutaril-CeA
re duc t a s a

Fosfofructokinasa

Glucógeno depolimerasa

Acido graso sintetasa

15 HO-prostaglandina

deshidrogenasa

Guanidinoacetato metil
trarisferasa

8-adenosil metionina
sintetasa

Clutation S-transferasa

Fructosa 1, 6-bifosfatasa

y-aminolevulinato sintetasa

Fosfatasa ácida

Glucosa- 6- fosfatasa

Bisulfuro

Cistansina

CoASSG

0880

CaSO

Cistamifla

Gasa

GSSG y otro

0550

CoASSCoA

0880, CoASSG,
CoASSCoA

0550

0550, CoASSG,
CoASSCoA

GSSQO y
disulf uros
biológicos

0550

caso

Cistamina,
Cistina

0550, CoASSG,
CoASSCoA,
Cistamina

OSSO,
Homocistina

0550

0550 y otros
disulf uros

Efecto

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

(irreversible

Inact ivac ion

Inact ivación

Inactivación

Activación

Activación

Activación

Activación

Referencia

Eldjarn y
Bremer, 1962

Ondarza, 1966

Ernest y Kim,
1973

van Berkel et
al., 1973

Griffith eL
al. 1977

Baba et al.,
1978

Shimazu eL al.,
1978

Holmgren, 1978

Gilbert y
Stewart, 1981

Giíbert, 1982

Cappel eL al.,
1986

Walters y
Gilbert, 1986

Chung et al.,
1987

Konishi u
Fujioka, 1991

Pajares eL al.,
1992

Terada eL al.,
1993

Nakashima eL
al., 1969

Tubio y
Hayasaka, 1972

Buchanan eL
al., 1979

Burcheil y
Burcheil, 1980

Tabla 1. Relación de algunas enzimas que son inhibidas o activadas por disulfuros biológicos. (Ondarza, 1989>. Junto con la enzima

en cuestión aparece el disulfuro con el que se ha llevado a cabo el estudio y el efecto provocado.
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Si las fluctuaciones en la relación RSI-I/RSSR, en general, y GSH/GSSG en particular, pueden
controlar la regulación de proteínas in vivo, ha de existir también un mecanismo que a su vez regule
el estado rédox celular, adecuándolo a los estímulos celulares externos, así como a los requerimnientos
metabólicos en cada momento. Esta transmisión de información al interior de la célula hace que la
relación RSH/RSSR se constituya en el tercer mensajero celular, tal y como se define en la hipótesis
de Gilbert (Gilbert, 1982).

Ayuno o Forrnacion de cAMR—Disminución de Modulación enzimática

aQorte de la relación a través de intercambios

C5lucagón H3H/HSSF~ tiol—disuduro

Esta hipótesis se basa en los estudios llevados a cabo por Isaacs y Binkley (1977) sobre
enzimnas imnplicadas en el metabolismo de la glucosa. Estos autores encontraron que muchas de estas
enzimas resultaban activadas o inhibidas por diversos agentes disulfliro in viero (figura 6). Además,
comprobaron que tanto el ayuno como la administración de glucagón u otros compuestos que
estimnulan la adenilato ciclasa, con el consiguiente aumento en los niveles de AMPc (segundo
Inensajero celular), causan una significativadisminución en la relación tiol/disulfuro celular en hígado
de rata (lsaacs y Binkley, 1977a,b). En tal estado, se ven estimuladas las enzimas que catalizan el
metabolismo de glucosa, tanto en el sentido de gluconeogénesis como en el de glucogenolisis. El
resultado último es la producción de glucosa libre. Estos resultados apoyan la hipótesis del tercer
Inensajero, puesto que la relación RSI-I/RSSR adapta el metabolismo celular a los estímulos externos.

A pesar de estos hechos, se precisa apoyo experimental directo, antes de considerar como
cierta tal hipótesis.

GLUCOGENO

C)
GLUCOSA —1 EOS ÑATO

GLUCOSA-G-EOSEATO ~ GLUCOSAti
rnUCToSA-6-FoSFATO

O PKE ¡

FRUCTO _ e k
1
Ir
Ir

FOSFOENOL RIF I~VATO

OXALACETATO
~1?

LIRUVATO

Figura 6. Actividades enzimáticas implicadas en el metabolismo de glucosa que se ven afectadas por
reacciones de intercambio tiol-disult’uro. (Ondarza, 1989>. Los estudios con estas enzimas fueron
realizados in vúro con compuestos disultúro biológicos como 055<]. La activación se representa con
línea sólida, y la inhibición con línea discontínua.
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Estudios cinéticos teóricos

Si dichos mecanismos de regulación por reacciones de intercambio tiol-disulfuro pueden ser
viables o no a nivel fisiológico, no solamente depende de la susceptibilidad de la proteína para sufrir
oxidación, sino también de la susceptibilidad que presente a la reducción (Walters y Gilbert, 1986a).
La relación entre las constantes de velocidad en el sentido de la oxidación y en el sentido de la
reducción es la constante de dicho equilibrio (Frost y Pearson, 1961), y está relacionada con el
potencial de oxidación termodinámico de la enzima con relación al agente oxidante. La posibilidad
de observar regulación rédox de la actividad de una enzima por reacciones de intercambio
tiol/disulfimro en respuesta a cambios en la relación GSH/GSSG estará, relacionada con el potencial
de oxidación de la proteína en cuestión. Así, se hace necesario estudiar la reacción en ambos sentidos
así como en el equilibrio, con el fin de poder determinar las propiedades cinéticas y termodinámicas
en cada caso concreto, y comprobar si esa proteína puede responder en su regulación a variaciones
del estado rédox.

Para que una proteína pueda existir en un estado de equilibrio funcional entre sus formas
oxidada y reducida, la oxidación de sus grupos sulfhidrilos por el GSSG ha de ser más rápida que la
reducción de la proteína oxidada por el GSH. En efecto, los valores que la relación GSH/GSSG puede
tomar en el interior celular no están establecidos de forma indiscutible, si bien los últimos estudios
determinan valores entre 300 y 400 (Akerboom ce al., 1982; Alpert y Gilbert, 1985>. En este caso,
si la reacción de oxidación de la proteína transcurre mediante la formación de disulfuros mixtos con
el glutation, P-S-S-G, la constante de velocidad de segundo orden para la oxidación de las proteínas
por GSSG ha de ser, por ejemplo, 300-400 veces mayor que la del proceso de reducción, para que
la proteína presente tan sólo un 50 % de sus moléculas en estado oxidado. Estos cálculos, tan
drásticos, han llevado a muchos autores a deshechar la idea de una regulación fisiológica de ciertos
procesos mediante reacciones de intercambio tiol/disulfriro. El mismo Gilbert, tras comprobar que la
enzimna fosfofructoquinasa se inactivaba por oxidación con el GSSG dando un disulfuro mixto enzima-
S-S-G, y calculando la Ka aparente para tal proceso, dedujo que, dados los valores fisiológicos
normales de la relación GSH/GSSG, esta enzima siempre se encontraría en estado reducido. Por
tanto, la regulación de su actividad no podía estar determinada por el estado rédox celular (Walters
y Gilbert, 1986b).

Gascoyne demostró posteriormente, de forma teórica, que el control tanto de actividades
enzimnáticas como de estructuras macromoleculares por el estado rédox celular, sí es posible
(Gascoyne, 1986). Este autor planteó las posibles reacciones rédox en las que podía participar el
glutation, así como las ecuaciones cinéticas que definen dichos equilibrios.

Las reacciones son las siguientes:

9-SS-O + G-SH O-SS-O + P-SH (A>

9-SS-P + O-SH zzzs 9-SS-O -~- P-SH (B>

P-SS—R + 20—SH O—SS—O + 22—SH (C>

P(SH>2 + O—SS—Ozzzs P(S—S> + 20—SH 0>
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Las ecuacIones cinéticas derivadas de estas reacciónes son:

III

[P-SS-G] [O-SR]
[G-SS-G] [P—SH]

[P—SS-P]
[P-Ss- O]

[O-SR]
[P-SH]

4AE1

= = e

94E2

e kT

24AE3
kT

= K = e3

2qAE4

e

[P-SS-P] [O-SR]
2

[O-SS-U] [P—SHf

[P(SH)
2] [O-SS-O

]

[P(S-S)] [0-5119

Existen tnuchos grupos tiólicos de proteínas incapaces de participar en la formación de puentes
disulfuro internos. Estos sulfhidrilos participan en cambio en la formación de puentes disulfuro mixtos
con moléculas de glutation (P-S-S-G). Los puentes disulfuro intermoleculares suelen estar implicados
en la estabilización de estructuras supramacromoleculares. Son los denominados disulfuros
estructurales (un 1 % de los tioles celulares); por contra, los puentes -S-S- internos se denominan no
estructurales, puesto que suelen estar implicados en los mecanismos de actividad de enzimas.

En el caso de que una reacción transcurra mediante la formación de un disulfuro mixto
interno, por cada molécula de GSSG que reaccione, se formarán dos moléculas de 651-1. Esto queda
reflejado en la ecuación que define el estado de equilibrio, donde el término [GSH]está elevado al
cuadrado. El valor de AE de esta reacción de oxidación de proteínas fue estimado por comparación
con compuestos tiólicos típicos que se emplearon comno modelos (por ejemplo, con Un’). El valor
obtenido (AE=0.083 y), permitió el cálculo de la constante teórica del equilibrio (4.65 10.2 M).
Considerando una concentración de glutation total de 5 mM, valor habitual en condiciones normales,
este autor calculó la relación teórica proteína oxidada/proteína reducida que resultaría, para los
diferentes valores que la relación GSH/GSSG puede tomar iii vivo. Suponiendo que dicha proteína
sea una enzima cuya oxidación conduce a su inactivación, se obtendría la representación en línea
discontínua de la figura 7. En el caso de que la enzima resultara activada tras su oxidación, el
comportamiento sería el descrito por la línea continua de dicha figura.

Como se puede observar, según este estudio, para que un 50 % de la proteína esté en forma
oxidada, tan sólo se precisa un 0.1 % del glutation total en forma de GSSG. La presencia del término
[GSHf en la ecuación que define la constante del equilibrio de la reacción, hace que variaciones
realmente pequeñas en la relación GSH/GSSG se traduzcan en grandes variaciones en la proporción
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Figura 7. variación de la actividad enzimítica de enzimas conteniendo dos gn¡pos tiólicos esenciales,
y oxidables aun puente disulft,ro interno, en función del contenido celular en glulation en forma reducida
(expresado en %>. En línea continua se representa el caso de una enzima que resulta inhibida tras la
formación del puente disulfljro interno. En línea discontínua, el caso de una enzima activable por la

formación de dicho puente disultúro. (Gascoyne, 1986).
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de enzima activa/enzima inactiva, haciendo posible, por tanto, que la regulación de dicha actividad
enzimática pueda ser llevada a cabo por las fluctuaciones fisiológicas que experimnenta el estado rédox
celular.

Llegados a esta conclusión, se hace obvia la necesidad de un sistema que regule los niveles
RSH/RSSR celulares, adecuándolos a las necesidades metabólicas en cada momento. Además, ha de
existir un mnedio de recuperar el GSH que se oxida o el GSSG que se reduce en las diferentes
reacciones redóx cmi las que participan. La comprensión de estos mnecanismos se hará evidente tras
conocer un poco mejor el metabolismo del glutation.

METABOLISMO DEL GLUTATION. REGULACIÓN

El glutation es el más abundante péptido de bajo peso molecular en la célula. Su presencia
eíi cantidades apreciables se ha detectado en todas las células cucariotas estudiadas. Este péptido juega
un papel imnportante en la protección celular frente a los daños ocasionados por la exposición a
amnbientes oxidantes, tales como hiperoxia, oxígeno hiperbárico, u ozono (DeLucia ce al., 1975;
Deneke ce al., ¡983, 1985a,b; Hagen ce aL, 1988>. y también frente a la exposición a radiaciones,
luz ultravioleta o efectos fotodinámicos (Arrick ce al., 1982; Revesz y Edgren, 1984; Miller y
1-lenderson, 1986; Connor y Wheeler, 1987).

En el control de los niveles celulares de glutation están implicados varios procesos: síntesis
y degradación, transporte y circulación interórganos, y, por último, reacciones de intercambio
tiol/disulfuro en las que participa.

Síntesis del pintation

El proceso de síntesis de glutation consta de dos reacciones consecutivas, esquematizadas en
la figura 8:

- En la primera de ellas, la enzima -y-glutamil cisteinil sintetasa cataliza la formación del
dipéptido y-glutamil cisteina. La enzima está sujeta a un mecanismo de retroinhibición por
GSH, si bien dicha inhibición puede ser impedida por niveles elevados de glutamato (Meister
y Anderson, 1983; Richman y Meister, 1975).

- En una segunda reacción, la glutation sintetasa añade el residuo de glicocola, con lo que
queda constituida la molécula de glutation (GSH).

Transoorte de 2lutation. Fluio interóreanos

La regulación de los niveles de glutation in vivo ha de ser estudiada en términos del
organismo completo. Algunos órganos son sintetizadores netos de GSH, como el hígado. Este es el
órgano clave en el metabolismo del tripéptido. No sólo sintetiza y consume GSH en mayor proporción
que otros órganos, sino que, además, es el exportador de la mayor parte del GSH que circula en
sangre, si bien todos los órganos son potencialmente capaces de exportar tanto GSH como GSSG
(Hagen ci- aL, 1986,1988; Lash aoL, 1986>.

En cambio, sólo un número limitado de órganos es capaz de importar GSH, tomándolo del
medio externo: células epiteliales tipo II de pulmón, células del epitelio intestinal, y células de riñón
(Anderson ce al., 1980; Anderson y Meister, 1983; Meister, 1984; Meister ce al., 1986). En la
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membrana plasmática de todas estas células existe una enzima, la y-glutamil transpeptidasa, capaz
de transferir el grupo ‘y-glutamnilo del GSH circulante a un aminoácido receptor, fundamentalmente
cisteína (Anderson y Meister, 1983; Meister ci- al., 1984). Tanto el y-glutamilaminoácido resultante,
como el dipéptido cisteinilglicocola, son transportados simultáneamnente al interior de la célula, e
incorporados al ciclo de síntesis del GSH (Anderson y Meister, 1983). Si el derivado y-glutamilo
aminoácido está comnpuesto por cisteina, directamente se incorpora en la segunda de las etapas de la
ruta de síntesis. Si la transferencia del y-glutamilo se hizo a un aminoácido diferente, ambos residuos
han de ser separados por una enzima y-glutamil ciclotransferasa, resultando en la liberación del
aminoácido y 5-oxoprolina. Esta última se convertirá en ácido glutámico mediante una oxoprolinasa,
y se incorporará en la primera de las etapas de la ruta de síntesis de GSH (figura 8).

Reacciones rédox que implican plutation

Los niveles relativos de GSH y GSSG vienen determinados por una serie de reacciones que
se recogen esquemáticamente en la figura 9.

COMPUESIO COMPUESTO

REDUCIDO OXIDADO

00-4 licítranslerasa

Y

0550 051-1
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NADER NADE

/‘

0—6—EDeshidrogenasa Figura 9. Reacciones de intercambio tiol-disulfliro enk~

-> que participa el glutation. reducida.
y
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El OSH participa en reacciones de reducción de grupos SR pertenecientes a distintas proteínas,
catalizadas por enzimas tioltransferasas (GSH transferasa y GSH peroxidasa), dando como resultado
la formación de GSSG. Éste, a su vez, ha de regenerarse de nuevo a la forma GSH, reacción
catalizada por la enzima glutation reductasa, que emplea NADPH como fuente del poder reductor.
Este se convertirá a su vez en NADP~, y será regenerado a la forma NADPH en diversas rutas
metabólicas, como la glicolisis o la ruta de las pentosas fosfato. De esta forma se mantienen las
condiciones fuertemente reductoras que determinan el estado rédox celular en condiciones fisiológicas
norínales. Cuando el organismo se ve sometido a un estímulo oxidante intenso que genera compuestos
tóxicos, el GSI-I, se combina con ellos, pudiendo llegar a disminuir fuertemente su concentración,



INTRODUCCIÓN 25

acumulándose entonces el GSSG (Moron ce al., 1979; Kraus y Kloft, 1980; Issels ce aL, 1988). Este,
participará en reacciones de oxidación de proteínas celulares, con lo que ciertas enzimas resultarán
inhibidas, mientras que otras se verán activadas. De este modo, las condiciones fisiológicas y
metabólicas se verán alteradas.

La tioltransferasa se ha localizado en multitud de tejidos (pulmón, intestino, eritrocitos, etc),
aunque estas reacciones de detoxificación tienen lugar de forma especialmente importante en hígado.

Además de participar en reacciones de detoxificación de compuestos extraños, las glutation
transferasas participan en varias rutas metabólicas endógenas, como la formación de esteroides y
leucotrienos (Kaplowitz, 1980; Parker ci- al., 1980).

El balance global GSH/GSSG en la célula en cada momento, vendrá definido por el estado
global de todas las rutas mencionadas. Este balance, como ya se ha comentado, varía en respuesta
a, o como inductor de, diferentes estados metabólicos.

Como consecuencia de todo lo expuesto, este metabolismo del glutation podría participar en
la regulación de la actividad del IR. tanto en el sentido de su inactivación como en el de su
reactivación. No resulta lógico pensar que la inactivación de una molécula de IR dé como resultas su
destrucción definitiva. Antes parece más probable que, al igual que la inactivación es la consecuencia
de la participación de la molécula en una reacción rédox en el sentido de la oxidación, la posterior
reducción de los puentes disulfuro formados conduzca a su reactivación. No obstante, si bien se han
hecho estudios de inactivación del IR mediante reacciones de oxidación con distintos agentes
(Fomninaya y Hofsteenge. 1993), no existen evidencias hasta la fecha de la posible reversibilidad de
dicha inactivación.



OBJETIVOS



OBJETIVOS 27

La proteína citoplasmática IR participa tanto en el control de la biosíntesis de proteínas a
través de su capacidad inhibidora de RNasas, como en los procesos de neovascularización por su
actividad inhibidora de angiogenina. Estas propiedades hacen que el estudio de esta molécula resulte
de gran interés con vistas a profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en la
activación celular así como en los de crecimiento y diseminación tumoral.

Sus propiedades estructurales han sido establecidas con cierta profundidad, mientras que, por
el contrario, el desconocimiento sobre los mecanismos que regulan su actividad es prácticamente total.
Los únicos datos existentes en este sentido son los que relacionan la forma reducida de los numerosos
residuos de cisteina de la molécula de IR con el estado activo de la misma. Los estudios de oxidación
drástica de los grupos SH de la proteína ponen de manifiesto, además, la disociación del complejo
IR-RNasa de forma paralela a la inactivación del IR. El conocimiento preciso de los mecanismos que
regulan la actividad del IR resultan de especial interés, por cuanto supondría no sólo una mayor
comnprensión del muetabolismo celular, sino también la posibilidad, en último término, de controlar
exógenamente dicho estado metabólico así como el nivel de proliferación celular. Estos motivos
justifican nuestro objetivo general de profundizar en el conocimiento de los mecanismos mediante los
cuales se regula fisioiógicamente la actividad de la proteína IR.

Nuestros estudios se basan en unas hipótesis formuladas previamente por nosotros, y que en
todo tuomento han guiado nuestro trabajo. Dichas hipótesis son las que se formulan a continuación:

i) La molécula de IR se encontraría en el citoplasma celular unida de permanentemente a
RNasas alcalinas, formando así un complejo multienzimático en el que la molécula de RNasa
constituiría la subunidad catalítica, mientras que el IR ejercería una misión meramente reguladora.
Esta idea surge tras analizar los estudios cinéticos que se han llevado a cabo con el IR procedente de
distintas fuentes. Dichos estudios han permitido la clasificación del IR como un inhibidor de alta
afinidad, con constantes de inhibición del orden de 10-’~ M. Considerando esta especialmente elevada
afinida, y puesto que tanto el IR como las RNasas alcalinas se hallan en el citoplasma celular, parece
lógico pensar que ambas moléculas han de permanecer unidas en condiciones normales. El control
de la actividad ribonucleolítica vendría determinada por la modulación de la actividad del IR en
respuesta a las condiciones fisiológicas concretas de la célula en cada momento preciso. Nosotros
pensamos que dicha regulación ha de ejercerse simpre bajo la forma de complejo IR-RNasa; es decir,
que una modificación limitada, no drástica, del IR permitiría la aparición de actividad ribonucleolítica
sin que ello supusiera la disociación de los dos constituyentes del complejo. Esta molécula de
complejo fluctuaría así entre dos estados, uno denominado RNasa latente, en el cual la subunidad
catalítica estaría totalmente inhibida, y un estado que hemos llamado de “complejo activo’, y que
permitiría a la RNasa exhibir su actividad. Este planteamiento surgió al considerar que una regulación
de la actividad inhibidora en la que inactivación fuera sinónimo de pérdida irrecuperable de la
muolécula, supondría una regulación poco eficaz, en términos de economía celular. Hay que tener en
cuenta que la molécula de IR posee una masa molecular 3.6 veces superior a la de la propia RNasa.

u) La regulación de la actividad inhibidora de RNasa sería ejercida por el estado rédox
celular, mediante reacciones de intercambio tiol-disulfuro entre los grupos SH del IR y los diversos
pares rédox que existen en la célula, como son GSH/GSSG, cisteina/cistina o cisteamina/cistamina.
Puesto que de todos estos pares rédox el más abundante en la célula, con gran diferencia, es el
GSI-I/GSSG, suponemos que es el estado de equilibrio entre estas dos especies moleculares quien, en
último término, ejercería la regulación de la actividad ribonucleolítica citoplasmática a través de la
regulación de la actividad del IR.

Tomando estos supuestos como referencia, y su comprobación como finalidad, el objetivo
central que ha guiado el presente trabajo consiste en la profundización en el conocimiento de los
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mecanismos que regulan la actividad del sistema IR-RNasa. Emi concreto, abordaremos como primnera
etapa el estudio de los mecanismos de inactivación que sufre el IR del comuplejo. Se trata de modelizar
cómo transcurriría dicha inactivación, y, por tanto, de demostrar que los complejos IR-RNasa puedemi
fluctuar entre los dos estados comentados: RNasa latente y complejo activo. Para ello se han de
establecer las condiciones mínimas oxidación en la molécula del IR que permitan la activación de la
subunidad catalítica, sin determinar su disociación. Como primera aproximación se empleará como
agente oxidante un compuesto no biológico, el DTNB, por permitir un fácil seguimiento de la
reacción. Estos estudios irán acompañados de una caracterización de los efectos que dichas
modificaciones químicas suponen para la molécula del complejo IR-RNasa. Desglosamos a
continuación los pasos que se han de seguir para cubrir este objetivo:

1.1 Aislamiento y purificación del IR de testículo de cerdo. Esencialmente el procedimiento
seguido es el ya puesto a punto por nuestro grupo, tanto para el IR de testículo de rata
(Fomninaya ci- al., 1988a) como para el de testículo de cerdo (Cid, 1992), si bien hemos
introducido algunas modificaciones con el objeto de acortar el tiempo de aislamiento, así
corno de mejorar el rendimiento final.

1.2 Reconstitución del compleio IR-RNasa entre el IR aislado y RNasa A comercial. Este
complejo ha de ser caracterizado a distintos niveles:
1.2.1. Caracterización a nivel cinético. Se empleará el método puesto a punto por nuestro
grupo para la cuantificación de inhibiciones del tipo “tight binding” (Fominaya ci- al.. 1988b).

1.2.2 Determinación de grupos SH. Para la cuantificación se empleará el reactivo de
Elíman (DTNB}, y se hará en condiciones desnaturalizantes, en presencia de SDS.
1.2.3 Caracterización conformacional. En concreto se analizará su estructura
secundaria mediante dicroísmo circular.
1.2.4 Establecimiento de métodos cromatográficos que permitan la evaluación del
grado de asociación o disociación del complejo. Para ello se precisa que dichos
métodos sean capaces de separar los tres componentes en estudio: IR, RNasa y
complejo, o, cuando menos, el complejo del IR o de la RNasa, puesto que cualquiera
de estas dos últimas especies moleculares por si misma sería un reflejo de la
disociación del complejo aparecida.

1.3 Tratamientos oxidantes de la molécula de compleio reconstituido con OTNB. y evaluación
del efecto producido en la primera. Como un primer paso para el establecimiento de los
mecanismos de regulación a que está sometido el sistema IR-RNasa in vivo, vamos a estudiar
cómo transcurre el proceso de inactivación del mismo. Para ello hay que establecer las
condiciones experimentales que permitan llevar a cabo oxidaciones suaves y perfectamente
controladas que nos permitan llevar a cabo el seguimiento de los fenómenos que están
teniendo lugar tras dichas modificaciones. En concreto, la modificación ha de ser gradual con
el fin de establecer el mecanismo de inactivación del IR de forma secuencial. De este modo
podremos conocer no sólo qué tipo de inactivación sufre el IR dentro de la molécula del
comuplejo, sino también los mecanismos que conducen a tal inactivación. La evaluación de los
efectos provocados en la molécula de complejo IR-RNasa se hará a varios niveles:

1.3.1 Evaluación del grado de modificación introducido, es decir, del número de SH
que hayan resultado oxidados tras el tratamiento.
1.3.2 Valoración de la reactividad de los grupos SU de la molécula del complejo IR-
RNasa que vayan siendo modificados.
1.3.3 Caracterización conformacional de los complejos sometidos a oxidación,
mediante dicroísmo circular.
1.3.4 Evaluación del grado de disociación del complejo en IR y RNasa libres
provocado por la oxidación. Este método nos permitirá averiguar si la inactivación
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del IR determina la disociación del complejo, así como comprobar la existencia del
llamado complejo activo.
1.3.5 Intentaremos reactivar la molécula del IR muediante tratamientos con agentes
reductores. Si se confirma la existencia de complejo activo, dicha reactivacián se
evaluará tanto en esta especie molecular como en le del IR totalmente oxidado. Si no
observamos en ningún momento la existencia del complejo activo, la reactivación se
hará sobre la especie inactiva de IR libre.

1 .4 Deteríninación de la reactividad del compício IR-RNasa frente a los principales disulfi.mros
biológicos. De este modo podremos comprobar si se confirma el mecanismo de inactivación
modelizado con el empleo de DTNB como posible mecanismo de inactivación del IR in vivo.
La comparación de las reactividades calculadas para los diferentes compuestos disulfuro
biológicos nos permitirá discutir sobre el papel que cada uno de ellos pudiera ejercer en la
inactivación del IR a nivel fisiológico, e intentar deducir a cual/cuales de ellos se les puede
asignar tal misión.
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3.1 PURIFICACIÓN DE IR DE TESTÍCULO DE CERDO

El procedimiento seguido se basa en el descrito por Blakburn ce al. (1977) para el IR de
placenta humana. Se han introducido, sm embargo, algunas modificaciones con vistas a su
optimizacion y adecuación a nuestro material biológico.

Todos los medios empleados a lo largo del proceso contenían 2-mercaptoetanol 10 mM o D’IT
5 mnM añadidos en el preciso muomento de su utilización. Las diferentes etapas se llevaron a cabo a
40C, salvo cuando se especifique lo contrario.

3.1.1 Material bioló2ico

Los testículos de cerdo utilizados como material biológico de partida procedían de ganado
destinado al consumo humano, y fueron suministrados por el matadero GYPISA (Pozuelo de Alarcón,
Madrid) inmediatamente después de su sacrificio. La edad media del ganado porcino destinado al
consumo humano es superior a 6 meses. Con tal edad, los machos han iniciado ya su actividad sexual,
lo que permite asegurar una elevada actividad biosintética testicular y, por ende, un contenido en IR
aceptable. Además, sólo se seleccionaron aquellos testículos con un peso superior a los 200 g/unidad,
a fin de mejorar los rendimientos finales. Una vez seleccionados, los testículos eran inmediatamente
congelados en aire liquido y almacenados a -800C basta el momento de su homogeneización. Bajo
estas condiciones de almacenamiento no se observaron pérdidas de actividad inhibidora, durante al
muenos seis meses.

3. 1 .2 Homo2eneización

El material biológico se deja descongelar superficialmente con objeto de facilitar la retirada
de la piel, y se trocea. La homogeneización se realiza en un bomogeneizador de aspas durante 120
segundos, frente a dos volúmenes (2 ml/g de tejido) de un tampón tris-UCI 20 mM pH 7.5, EDTA
2mM y sacarosa 0.25 M.

El homogeneizado se centrifuga a 27000 g durante 80 minutos. El sobrenadante,
correspondiente a la fracción postmitocondrial, es decantado a través de una gasa en la que se quedan
retenidos los componentes grasos que flotan en las condiciones de centrifugación empleadas.

3. 1 .3 Doble precipitación fraccionada con sulfato amónico

El anteriorsobrenadante se somete a una doble precipitación fraccionada con sulfato amónico,
entre el 30 y el 60 % de saturación en la sal en ambos casos. Con el fin de mejorar el rendimiento
de la etapa, previamente se añade glicerol basta una concentración final del 10 % (y/y). La
precipitación se lleva a cabo añadiendo la sal, finamente pulverizada, de forma lenta y continua
durante aproximadamente 30 minutos, manteniendo la disolución en baño de hielo y bajo agitación
magnética. Una vez finalizada la adición del sulfato amónico, se continúa la agitación durante una
hora muás, y posteriormente se centrifuga la preparación a 27000 g durante 35 minutos.

En las condiciones de homogeneización descritas, el volumen de homogeneizado necesario
para purificar cantidades de IR aceptables resulta sumamente inconveniente (5 kg de testículos, 10 1
de tampón de homogeneización). Por este motivo se hacía recomendable llevar a cabo el proceso de
purificación, homogeneizando por partes el material biológico. Cada homogeneización venía seguida
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de la primera de las precipitaciones con sulfato amónico. Los respectivos precipitados 30-60 7c así
obtenidos se mantienen almacenados a -20 0C. Finalmente, todos los sedimentos acumulados en
diferentes jornadas se reúnen y se redisuelven en un tamupón tris-HCI 20 mM pH 7.5, EDIA 2 mnM,
y se dializan frente a 20 volúmenes del mismo tampón (2 cambios, durante 6 y ¡2 horas
respectivamnente). Esta disolución se somete a la segunda de las precipitaciones fraccionadas con
sulfato amnónico, en idénticas condiciones que la primnera, y previa adición, de nuevo, de glicerol al
lo % (y/y). El sedimento resultante de esta segunda precipitación se conserva a -20 0C hasta el
momento de ser somnetido al resto del proceso de purificación. Bajo estas condiciones, el sedimento
puede permanecer almacenado durante mueses sin detectarse pérdidas significativas de actividad
inhibidora dc RNasa.

3.1.4 Cromatografía de afinidad en SeDharose 4B-RNasa A

El sedimnento procedente de la doble precipitación fraccionada con sulfato amónico se
redisuelve en un tampón conteniendo fosfato sódico 45 mM pH 6.4, EDTA 2 mM y azida 0.02 %,
y se dializa frente a 20 volúmenes del mismo tampón (2 cambios de 6 y 12 horas respectivamente).
Tras la diálisis, el material se centrifuga a 27000 g durante 20 minutos.

La disolución resultante se aplica a razón de 40-50 ml/h, en una columna de Sepharose-RNasa
A preparada como se describe en el siguiente apartado, y equilibrada en el tampón fosfato
anteriorínente descrito. El volumen de lecho se calcula de forma que sea exactamente el necesario
para retener el IR presente en el material dializado. Una vez cargada la disolución, se hace pasar a
través de la columna el tampón fosfato anterior, conteniendo ahora NaCí 0.5 M. Este lavado se
muantiene hasta que la A

2~ del eluyente se hace nula. En ese momento se procede a la elución del IR
retenido.

La elución se lleva a cabo a temperatura ambiente, empleando un tampón que contiene acetato
sódico 20 mM, pH 5.5, EDTA 2 mM, NaCí 3 M, glicerol 30 % (y/y). El flujo de elución se
mantiene en torno a 30 ml/hora, aproximadamente. El material eluido se recoge en fracciones de 2.0
mí, cuya ~ se va midiendo inmediatamente después de su recolección.

Tras cada proceso cromatográfico, la columna puede ser reutilizada previa regeneración. Para
ello, se le hacen pasar 5 volúmenes de una disolución de pHMB 1 mM. De este modo eluye el IR
que hubiera podido quedar aún retenido. Posteriormente, la columna se equilibra de nuevo en el
tamnpóíi fosfato y se almacena a 4

0C hasta su utilización. Cada columna tratada en estas condiciones
puede ser utilizada durante al menos 6 procesos de purificación sin degradación de los resultados.

3.1.4.1. Preparación de la Seoharose 4B-RNasa A

El procedimiento seguido para la unión covalente de la RNasa A al soporte de Sepharose se
basa en el descrito por Blackburn ee al. (1977). Todos los tratamientos de que consta se realizan en
vaso de precipitados, suspendiendo el sólido en las distintas disoluciones, y terminando cada
tratamniento filtrando a vacío, a través de placa de vidrio sinterizado. Consta de las siguientes etapas:

50 ml de Sepharose 4B activada con bromuro de cianógeno (Sigma) se lavan con 10
volúmenes de HCI 1 mM, con el fin de eliminar los aditivos que acompañan al soporte comercial.
A continuación, se lava con otros 10 volúmenes de un tampóm NaHCO, 0.1 M pH 9.5.
Posteriormente se resuspende en 40 ml del mismo tampón y se ¡e añaden 75 mg de RNasa A. La
mezcla se mantiene en agitación orbital continua durante 20 horas a 4 0C. Finalizada esta incubación
en la que se produce la unión covalente de la ribonucleasa, se filtra el sólido y se resuspende en



PARTE EXPERIMENTAL 32

tampón tris-HCI 0.1 M pH 7.5, en el que se muantiene duraíite 4 horas a 40C con el fin de bloquear
los grupos activos que puedan haber quedado libres. Por último, se hacen una serie de lavados
consecutivos con 20 volúmenes de: NaHCO, 0.1 M primero, y NaCí 2 M después. Finalmente, el
sólido se lava abundantemente con agua destilada, quedando listo para su uso

El rendimiento obtenido para el anclaje de la RNasa A al soporte fue de un 99 %; valor
calculado mediante ensayo de la actividad ribonucleolítica de todos los filtrados recogidos a lo largo
del proceso.

La capacidad de unión del soporte resultó ser de 84000 UI/mí (Cid, 1992>. Este valor es el
que se emplea para el cálculo del volumen de lecho cromatográfico, mencionado en el apartado
anterior.

3. 1 .5 Diálisis del IR en Sephadex 0-25

Las fracciones de la cromatografía de afinidad que contienen IR se dializan inmediatamente
después de su elución mediante cromatografía de filtración en gel. Para tal fin se utilizan columnas
comerciales de Sephadex G-25 (PO-LO, Pharmacia), equilibradas en un tampón tris-HCI pH 6.5, NaCí
25 mnM. glicerol 15 %. Cada fracción se dializa por separado.

El eluido de estas cromatografías en Sephadex 0-25 se recoge en fracciones -de 1 ml. Las
fracciones correspondientes a muaterial excluido (IR), procedentes de las diferentes cromatografías,
se combinan en función de su A~. De esta forma se btienen diferentes disoluciones de IR, con
distinta concentración proteica, que se almacenan en viales herméticos a 40C hasta su utilización. En
estas condiciones, y guardando las precauciones que se comentan en el siguiente apanado, no se han
detectado pérdidas de actividad inhibidora en, al menos 3 meses de conservación.

3.1.6 Des2asificado de tampones y condiciones de conservación en atmósfera ¡nene

La extremada susceptibilidad del IR a la oxidación por el oxígeno atmosférico, obliga a tomar
precauciones al respecto desde el mismo momento en que se eluye de la cromatografía de afinidad.

Con tal finalidad, el tampón de diálisis empleado en las cromatografías en Sephadex 0 25
(PO-ID) era previamente desgasificado por ebullición, y posteriormente gaseado con argán durante
su enfriamiento. Idéntico tratamiento se aplica a todos los tampones que se emplean en los estudios
posteriores del IR o de su complejo con la RNasa A.

Adicionalmente, las disoluciones de IR purificado, o del complejo, se conservan en viales
herméticamente cerrados, provistos de válvulas minINERT (Wheaton Scientific), con septum, a través
de las cuales de procede al gaseado periódico con argón. Todo ello con el fin de mantener al mínimo
la oxidación ambiental.

3.2 FORMACIÓN DEL COMLEJO ENTRE EL IR DE TESTICULO Y LA RNasa A

El complejo IR-RNasa se formó a partir del inhibidor purificado de testículo de cerdo y de
RNasa A comercial (Sigma tipo XII-A). La mayor estabilidad del complejo en comparación con el
IR libre, hace aconsejable la formación de aquel inmediatamente después de la elucién del IR de la
cromatografía de afinidad; el IR eluido de la cromatografía de afinidad, y cuantificado a partir de
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su A2<,, se ,ezcla con un ligero exceso de RNasda A. Para ello, teniendo en cuenta la estequiometria
1:1 de la unión, se calcula la cantidad de RNasa necesaria para formar complejo con todo el IR
presente en cada una de las fracciones del eluido de afinidad. A cada una de ellas, se la añade una
cantidad de enzima 1.2 veces superior a la calculada, con cl fin de asegurar que todo cl IR quede en
forma de complejo. La RNasa A se prepara en el tampón de elución de la cromatografía de afinidad,
a una concentración de 10 mg/inI; de este muodo, la dilución del IR se puede considerar míllima.

Las fracciones conteniendo el IR y la RNasa A no unidos (la fuerza iónica de 3 M NaCí y
el pH 5,5 1<) impiden) se dializan en columnas de Sephadex G-25, tal y como se describió
anteriorínente en la obtención del IR libre. En el volumnen de exclusión quedarán el Ir y la RNasa a
baja fuerza iónica, y. por tanto, asociados. Las fracciones de estas cromatografías en Sephadex se
combinan y conservan de túrína análoga a la descrita para el IR libre.

3.2.1 Eliminación del exceso de RNasa A

Cuando se van a realizar estudios sobre el complejo IR-RNasa obtenido en las condiciones
descritas, es necesario eliminar el exceso de RNasa A presente en las disoluciones almacenadas. Con
tal finalidad se acude a cromatografía de intercambio catiónico, que se realiza mediante HPLC en
columna MA7S de Biokad, según las condiciones que se describen más adelante, en el apartado de
métodos cromnatográticas.

3.3 VALORACIÓN DE PROTEÍNAS

La determinación de la concentración de proteínas se realiza siguiendo el método de Bradford
(1976), utilizando como estándar albúmina de suero bovino. La cuantifición se efectúa midiendo
absorción a 595 ó 750 nm en un espectrofotómetro Beckman DU-7, empleando cubetas de 1 cm de
paso óptico.

La evaluación de la concentración de proteína en disoluciones de IR puro, se efectúa también
mediante análisis de aminoácidos, empleando un estándar externo, o a partir del espectro de absorción
UV/VIS de la muestra, corregido para la dispersión, y considerando un coeficiente de extinción E~
de 0.88 mg’

1 ml cm1.

3.4 ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS

El equipo utilizado es un analizador automático Beckman modelo 6300. El proceso consta de
las siguientes etapas:

3.4.1 Oxidación con ácido perfórmico

Cuando se precisa la cuantificación exacta de las cisteinas totales (reducidas y oxidadas), se
procede, de forma previa a la hidrólisis ácida, a la oxidación de las muestras con ácido perfórmico,
1(3 que permite la evaluación de las cisteinas en forma de ácido cisteico. La preparación del ácido
perfórmico se lleva a cabo mezclando 0.1 ml de H

202 (de 100 volúmenes) con 0.9 ml de ácido
fórmico al 99 %. Est disolución se incuba a temperatua ambiente durante 2.5 horas, al cabo de las
cuales el reactivo está listo para su utilización, previo enfriamiento a -10

0C.

La proteína, liberada de sales y aditivos por diálisis frente a agua destilada mediante
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cromatografía de penetrabilidad en Sephadex G-25 (PD-l0, Pharmacia), se deseca en un desecador
centrífugo Speed-Vac, y se disuelve en el ácido perfórmico, a una concentración de 1 mg/ml. La
incuhación se prolonga durante 2.5 horas a -10 0C, transcurridas las cuales, la mezcla se liofiliza.
El residuo se disuelve en agua y se deseca de nuevo, repitiéndose esta operación de [avadovarias
veces, a fin de eliminar completamente el exceso de reactivo.

3.4.2 Hidrólisis ácida

La proteína en forma de residuo seco se disuelve en UCI tridestilado azeátropo (5.7 N),
conteniendo fenol 0.1 % (p/v). La hidrólisis se lleva a cabo a 120 0C sometiendo a diferentes
alícuotas de la proteína a tiempos de incubación crecientes: 24, 48 y 72 horas, en tubos cerrados a
la llamna bajo presión reducida. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las muestras se llevan
a sequedad en un desecador a vacío con un lecho de NaOH. El residuo seco se haya con agua
destilada y, de nuevo, se lleva a sequedad, esta vez en un desecador centrífugo a vacío (Speed-Vac).
Los lavados se repiten dos veces mas.

3.4.3 Análisis automático

El residuo seco se disuelve en 50 ¡¡1 de un tampón constituido por 19.6 g de citrato sádico
dihidratado, 20 ml de tiodiglicol, 16.5 ml de ácido clorhídrico concentrado y 1 ml de fenol, todo ello
llevado a un volumen final de 1 litro. El pH alcanzado resulta ser de 2.20 ±0.01. La disolución de
muestra se lleva a un tubo de Teflón (4 x 0.3 cm) y, tras ser centrifugada en una microfuga
(Microfuge-E, Beckman), se aplica en la columna del analizador un volumen comprendido entre 10
y 40 ¡al del sobrenadante. Tanto el tampón de elución como el reactivo de ninhídrina son de Pierce
Cli.

La duración del análisis es de aproximadamente 100 minutos. Una vez finalizado, la resma
de la columna se regenera mediante un lavado con una disolución de NaOH 0.3 N, conteniendo
EDTA 0.25 g/l.

A partir de los cromatogramas obtenidos, se determina La fracción motar de cada aminoácido
presente en los hidrolizados, por integración de los picos de elución y comparación con un estándar
externo. Tal análisis se lleva acabo de forma automática mediante el paquete de software System Goid
de Beckman. Cada análisis fue repetido por duplicado. La evaluación del contenido en cisteinas, en
forma de ácido cisteico, se determina asumiendo que el producto coloreado de su reacción con
ninhidrina presenta un coeficiente de extinción idéntico al que exhibe el ácido aspártico (Spackman
ci- al., 1958).

Los contenidos en serma y treonina se evaluan teniendo en cuenta las pérdidas que sufren a
1<) largo del proceso de hidrólisis. Para ello, las áreas de sus picos a diferentes tiempos de hidrólisis
se ajustan a una recta de pendiente decreciente, cuya extrapolación a tiempo cero proporciona el valor
definitivo. El contenido en tirosinas se evalúa en muestras no sometidas a oxidación con ácido
perfórmico. El contenido en triptófanos se determina mediante los métodos espectrofotoniétricos de
Beaven y Holiday (Beaven et al., 1952) o de Bencze y Schmid (Benzce et al., 1957>.

3.4.3.1 Método de Beaven y Holidav

La proteína se dializa frente a agua destilada mediante cromatografma de penetrabilidad en
Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia). Se le añade a continuación NaOH hasta una concentración final
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de 0.1 N. y de forína que la absorción a 290 nm se sitúe alrededor de 0.2. En estas condiciones, se
mide la absorción de la disolución a 294.4 y a 280.0 nm. A partir de esos valores, y haciendo uso
de la expresión siguiente,

Mw~ — 0.592 - A2944 — 0.263 A2800 [21
0.263 A2800 — 0.170 ~A2944

se evalúa la relación molar MIYI./MTFI,. Ello permite, finalmente, el cálculo del contenido en Trp, a
partir del contenido en Tyr determinado mediante análisis de aminoácidos.

3.4.3.2 Método de Bencze y Schmid

Este mnétodo se basa en la absorción de la proteína a pH> 12 en el intervalo de 270-300 nm.
La pendiente de la recta tangente a los dos máximos de la curva de absorción está relacionada con
la relación molar MTyr/MTrp de la proteína.

Como en el caso anterior, la proteína se prepara en un medio de NaOH 0.1 N, de forma que
la absorción muáxima en la región de los aminoácidos aromáticos esté comprendida entre 0. 15 y 0.20.
A continuación se registra el espectro de absorción de la preparación. Se traza la recta tangente a los
des máximos que presenta el espectro. El valor de la relación molar se calcuta a partir del parámetro
5 deducido de la expresión:

donde a/b es la pendiente de la recta en unidades de densidad óptica por nm y D».~ la absorbancia
muáxima del espectro en la zona 270-300 nm en unidades de densidad óptica. El valor de 5 así
obtenido se interpola en los de la tabla II, obteniéndose el valor de MIYr/MTrP.

3.5 VALORACIÓN DE GRUPOS Sil

La determinación del contenido total en grupos tiol de las muestras a analizar se llevó a cabo
en condiciones desnaturalizantes (SDS), a fin de evitar cuantificaciones por defecto atribuibles a
exposición parcial.

La mezcla de reacción contenía: 460 ¡al de un tampón tris 0.1 M pH 8.0, EDTA 10 mM. SDS
1.5 %. 100 ¡al de la muestra conteniendo la proteína y 40 ¡al de una disolución de DTNB 12 mM,
preparado en un tampón fosfato 50 mM pH 7.0. La adición del DTNB en último lugar desencadena
al comienzo de la reacción, que fue seguida mediante el registro continuo de la A412. Las medidas se
llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico, en un espectrofotómetro de doble haz.
La cubeta de referencia contenía una mezcla de idénticas características que la descrita, a excepción
de los 100 ¡al de muestra, que eran sustituidos por un volumen igual del tampón fosfato anteriormente
descrito.
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Relación molar S (nní’)

MI.Y/Mh,

0.1 -17.5

0.2 -14.7

0.3 -12.6

0.4 -10.7

0.5 -9.0

0.7 -6.1

0.9 -3.9

LO -2.8

1.1 -1.8

1.3 0.1

1.5 1.5

2.0 4.8

2.5 8.4

3.0 11.9

4.0 18.4

3.6 ENSAYOS

Tabla II. RelaciónM~,,/MT,P en ltnción de5.

DE ACTIVIDAD RIBONUCLEOLÍTICA

Para la evaluación de las actividades ribonucleolítica o del IR se han empleado dos tipos de
ensayos diferentes, según el número de muestras a evaluar, y del grado de pureza de las mismas.

3.6.1 Ensayo de precipitación con RNA de levadura como sustrato

Este ensayo enzimático se basa en la medida de la producción de mono y oligonucleótidos
solubles en medio ácido en presencia de acetato de uranilo, (MacFayden, 1934) empleando RNA de
levadura como sustrato. Por tratarse de un ensayo enzimático a tiempo fijo de incubación, resulta
especialmente indicado para la valoración simultánea de un número elevado de muestras. Se trata,
además, de un ensayo muy sensible (límite de detección aproximado de 0.5 Ul), y puede ser
empleado tanto para el ensayo de muestras puras, como para el de extractos crudos.

3.6.1.1. Procedimiento

En líneas generales, el protocolo seguido es el ya descrito por Blackburn (1977), con ligeras
muodificaciones. La mezcla de incubación estándar contiene, de forma constante, 200 ¡al de un tampón
tris-UCI 0.5 M pH 7.5, EDTA 6 mM, y 100 ¡al de una disolución de albúmina de suero bovino 0.1

36
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% (p/v) en H,0. A esta mezcla se le añaden 200 ¡al más, que varian en función de la muestra a
ensayar. Así:

i> Ensayo de RNasa libre: a la mezcla anterior se añaden 100 pl de la disolución de muestra
y 100 ¡al de H,0 destilada.

u) Ensayo de RNasa latente (formando complejo con IR): se utilizan 100 ¡al de la preparación
de la muestra y 100 ¡al de una disolución dep-hidroximercuribenzoato sódico (pHMB) lOmM disuelto
en NaOH lO mM. El pHMB bloquea los grupos sulthidrilo de IR, liberando así la actividad
ribonucleolítica. El valor de actividad medido bajo estas condiciones es el correspondiente a la
totalidad de la RNasa presente en la disolución de muestra. Para evaluar la ribolucleasa en estado
latente, es preciso restar a la actividad total así medida el valor obtenido en el ensayo de RNasa libre.

iii) Ensayo de actividad IR: los 200 ¡al mencionados se componen de 100 ¡al de una disolución
de RNasa A comercial (Sigma tipo XII-A) de concentración conocida (en nuestras condiciones de
ensayo, 0.08 ¡ag/ínl), y 100 ¡al de la muestra conteniendo el IR. Para este caso se requiere un control
de la actividad ribonucleolítica que muestra la RNasa A añadida en ausencia del IR, para lo cual se
realiza un control en el que se sustituyen los 100 ¡al de la disolución de inhibidor por 100 ¡al de 1120
destilada.

La mezcla resultante en todos los casos contiene así 500 ¡al, que se incuban a 370C durante
lO minutos. La reacción se inicia al añadir 500 ¡al de una disolución de RNA de levadura 0.5 % (p/v)
en H,0 destilada. La mezcla se agita rápidamente y se mantiene a 370C durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, la reacción se detiene transfiriendo los tubos del ensayo a un baño de hielo.
Al cabo de 5 minutos se añade 1 ml de una preparación fría (2-40C) de ácido perclórico al 10 %
(y/y), conteniendo acetato de uranilo al 0.25 Yo (p/v). La suspensión resultante se agitavigorosamente
y se mantiene en baño de hielo durante 20 minutos más. Tras este tiempo, se centrifuga a 3000 g
durante 20 minutos, a 40C. 0.5 ml del sobrenadante se diluyen tres veces con 1120 destilada, y a
continuación se mide la A

2~, de la disolución resultante en un espectrofotómetro Beckman DU-7.

Como blanco de estos ensayos se emplea una mezcla en la que se sustituyen los 100 ¡al de
muestra, y en el caso de los ensayos de IR, los 100 ¡al de la disolución de RNasa A, por 1120
destilada. De forma paralela se realiza un nuevo ensayo en el que el agente precipitante es añadido
inmediatamente después del RNA, continuándose con el protocolo de la forma habitual. Los valores
de A2~ obtenidos para este último ensayo, así como el blanco se restan a los obtenidos en los demás
ensayos.

Eventualmente fue necesario emplear condiciones de ensayo diferentes a las especificadas,
como fue el caso de los estudios de inhibición hechos con el IR de testículo de cerdo y la RNasa A,
con vistas al cálculo de la constante de inhbición de aquel. Para estas determinaciones cinéticas se
hace necesario evaluar velocidades iniciales de reacción en concentraciones no saturantes de sustrato.
Para determinar las condiciones adecuadas de concentración de sustrato y de tiempos de ensayo, se
hicieron unos estudios preliminares en los que se evaluó la actividad ribonucleolítica de una
concentración fija de enzima (4.2 ng/mí), con diferentes concentraciones de RNA y a distintos
tiempos de incubación. Las concentraciones de sustrato empleadas fueron: 0.1, 0.2 y 0.3 mg/mí,
valores 4, 2 y 1.3 veces inferiores a la Km calculada para la enzima (584 ¡aM). Los tiempos de
reacción estaban comprendidos entre O y 40 minutos. Debido a las bajas concentraciones de sustrato
empleadas, fue necesario aumentar diez veces la concentración de albúmina, con el fin de facilitar la
precipitación del RNA. Para el cálculo de las concentraciones molares de RNA se consideró un peso
molecular promedio por nucleótido de 340 g/mol. De la representación de los resultados obtenidos
(figura 1) se dedujo que un intervalo de tiempo adecuado para el cálculo de velocidades iniciales de
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reacción era el comprendido entre O y 4 minutos. Así, las velocidades iniciales se calculan como la
pendiente de la curva en ese tramo, y se expresan en unidades de A2~ miii’.

El cálculo de las velocidades iniciales para las distintas concentraciones de sustrato, y en
presencia de diferentes concentraciones de IR, permitió la determinación de la K de dicho inhibidor.

3.6.1.2 Unidades de actividad

Se define com unidad de actividad ribonucleolítica la cantidad de enzima necesaria para
producir un incremento en la absorción a 260 nm de 1.0 en las condiciones de ensayo descritas. Para
poder cuantificar la actividad de RNasa presente en una mezcla de ensayo, se precisa la construcción
de una recta de calibrado que relacione cantidad de enzima ensayada y A2~, obtenida, para lo cual se
empleó RNasa A comercial. De este modo se comprueba la linealidad del ensayo en el intervalo de
O a 12 ng de RNasa. La cantidad de ribonucleasa necesaria para conseguir una absorción de 1.0
(unidad de actividad) es de 8 ng.

Se define como unidad de IR (UI) la cantidad de inhibidor requerida para provocar una
inhibición del 50 % en la actividad de 5 ng de RNasa A. Para evaluar la cantidad de IR presente en
una mezcla de ensayo se precisa calcular la cantidad de ribonucleasa que ha sido inhibida. Para ello
se evalúa la disminución en la A,~ producida respecto a un ensayo control de actividad RNasa libre.
Aplicando la definición de unidad de inhibidor se calcula el número de unidades de inhibidor
presentes en la mezcla de ensayo.

Cuando se representa el porcentaje de inhibición de la actividad ribonucleolítica provocado
por diferentes cantidades de IR de testículo de cerdo, frente a la cantidad de éste añadida, se
comprueba que dicha inhibición se mantiene lineal el el intervalo de 25-75 %. Por lo tanto, sólo los
valores de actividad inhibidora que provoquen una inhibición comprendida en este intervalo serán
válidos para poder cuantificar correctamente la cantidad de IR presente en la mezcla de reaccion.

3.6.1.3 Preparación del sustrato

Con el fin de optimizar las condiciones del ensayo de actividad, el sustrato comercial se
somete a un proceso de purificación. De este modo se eliminan contaminantes (iones, glucanos, etc),
así como fragmentos de RNA de pequeño tamaño, que proporcionarían fondos muy elevados en las
medidas de A2~ de los ensayos de actividad.

El esquema seguido para dicha purificación es el siguiente: 100 g de RNA de levadura (Sigma
tipo VI> se disuelven lentamente en 500 ml de H20 destilada, al tiempo que se añaden alícuotas de
NaOH 1 M, de forma que el pl-1 se mantenga próximo a la neutralidad, y sin que en ningún caso
supere el valor de 9.0. Este proceso se realiza a 0-4

0C, en baño de hielo. La disolución neutralizada
se enrasa a 1 litro con 1120 destilada y se somete a precipitación salina, añadiendo acetato sódico y
ácido acético hasta una concentración final de 3 M y un pH de 5.5. El resultado es una disolución
de color pardo, que se mantiene a -20 0C durante una noche. La preparación, tras este tiempo,
adquiere una textura tipo gel, que se centrifuga a 13000 g durante 30 minutos, a -20 0C. El sedimento
se recoge y se redisuelve en 1 litro de H

20 destilada. El proceso de precipitación en frío se repite dos
veces más. El precipitado finalmente obtenido se redisuelve en 500 ml de 1120 destilada, y se le añade
posteriormente 1 litro de etanol previamente enfriado a -20

0C. La suspensión resultante se mantiene
a esta temperatura durante una noche. Tras este tiempo, se centrifuga en las condiciones ya descritas,
y el sedimento obtenido se redisuelve en EDTA 25 mM, dialízándose posteriormente frente a 20
volúmenes de la misma disolución (2 cambios x 6 horas). A continuación se dializa frente a 20
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volúmenes de NaCí 0.15 M ( de nuevo 2 cambios x 6 horas) y, por último, frente a 20 volúmenes
de H,O destilada (3 cambios x 6 horas). El RNA resultante de este proceso se recoge mediante
liofilización y se conserva a -20 0C hasta el momento de su utilización.

3.6.2 Ensayo de actividad con 2’.3’-CMPc

.

En esencia, se utiliza el descrito por Blackburn (1979). Se basa en la capacidad de la RNasa
para hidrolizar el 2’ ,3’-CMPc como sustrato. como consecuencia de esta hidrólisis, el espectro de
absorción se desplaza hacia el rojo, y ello se emplea para el seguimiento, de forma continua, del
progreso de la reacción. Con este ensayo, por tanto, se evalúa la segunda de las etapas del mecanismo
que siguen las RNasas ciclantes cuando hidrolizan RNA. Una primera etapa da lugar a la formación
de un intermedio 2’ ,3’cíclico, que posteriormente, en una segunda etapa, será hidrolizado a una forma
3’-P. La aplicación de este ensayo de actividad sólo puede realizarse sobre preparaciones purificadas.

3.6.2.1 Procedimiento

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso óptico se añaden 200 ¡al de un tampón tris-acetato
0.5 M pH 6.5, EDTA 5 mM, y 75 ¡al de una disolución de 2’,3’-CMPc 10 mM. El resto de los
componentes del ensayo varía de nuevo en función del tipo de ensayo:

i) Ensayo de actividad RNasa libre: A los 275 ¡al anteriores se les añade el volumen necesario
de la disolución de muestra, no superando en singún caso los 200 ¡al.

u) Ensayo de RNasa latente: la muestra a ensayar se preincuba aparte mezclando: 50 ¡al de
ella con 10 ¡al de una disolución de N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cuya misión consiste en unirse
al DTT presente en muestra. Tras 5 minutos de preincubación, se añaden 10 ¡al de una disolución 50
mM de p-HMB, y se mantiene la incubación durante cinco minutos más. Transcurrido este tiempo,
se toman 35 ¡tI de la mezcla y se añaden a la cubeta en la que se va a realizar el ensayo de actividad,
y que contiene, como se ha descrito, 275 ¡al del sustrato en el tampón de ensayo. De no mediar la
adición de la NEM, la reacción del OIT de la muestra con el p-I-IMB provocaría un incremento en
la absorción de la mezcla, que interferiría en los resultados. Sin embargo, la reacción de la NEM con
el DVI’, consume a éste último sin interferencia alguna, y permitiendo que el p-HMB ejerza
posteriormente su efecto inactivante del IR. Como en el ensayo de precipitación, a los resultados
obtenidos en este ensayo habrá que restarles los correspondientes a RNasa libre, para obtener la
cuantificación de RNasa latente.

iii) Ensayo de la actividad de IR: se añaden a la cubeta de cuarzo 10 ¡al de una disolución de
RNasa A 0.1 mg/ml y un volumen de muestra variable, hasta un máximo de 200 ¡al. Cuando se trata
de ensayar el IR eluido de la cromatografía de afinidad, la elevada fuerza iónica del tampón de
elución obliga a ensayar un máximo de 40 ¡al. Volúmenes superiores aportarían a ¡a mezcla de
reacción una fuerza iónica tan elevada que llega a provocar la inactivación de la RNasa.

En todos los casos, las mezclas resultantes se enrasan con 17120 destilada hasta un volumen
final de 1 ml. Este volumen de agua se añade antes que la muestra enzimática, de forma que la
adición de ésta última se toma como punto de origen (tiempo cero) de la incubación.

La velocidad de hidrólisis del 2’,3’-CMPc se determina a partir de la pendiente obtenida tras
registrar durante 10 mintos ¡a variación en la absorción a 286 nm de la mezcla de reacción.
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3.6.2.2 Unidades de actividad

Para cuantificar la actividad RNasa se precisa dispones de una recta de calibrado que relacione
las pemidientes obtenidas con la cantidad de ribonucleasa ensayada. En las condiciones de ensayo
mencionadas, se comprueba la existencia de una relación lineal para una cantidad de RNasa A de
hasta 1.5 ¡ag. Por su parte, la representación del porcentaje de inhibición en función de la cantidad
de IR presente en la mnezcla de reacción, ofrece un perfil lineal en el intervalo de 25 %-75 %. Por
tanto, para la cuantificación de la actividad del IR se ha de guardar la precaución de diluir
adecuadamente, a fin de que los porcentajes de inhibicón se mantengan en ese mntervalo.
Concretamente, la inhibición de un 50 % de la actividad RNasa presente en la mezcla de reacción (1
¡ag) es conseguida por 200 UI.

3.7 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS

3.7.1 Polimerización del 2e1

Las electroforesis se realizan en placa, utilizando para ello el sistema Mini-Protean de Rio-
Rad. Se llevan a cabo en modo discontinuo, siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). El
espesor de los geles es de 0.75 mm, su anchura de 8 cm y sus alturas de 5.5 cm para el gel separador
y 1.5 cm para el concentrante.

En el molde de polimerización se vierten aproximadamente 3.5 ml de una disolución filtrada
y desgasificada, conteniendo acrilamida a una concentración del 8 %, 12.5 % ó 15 % &/v), según
el caso, N,N’-metilen-bisacrilamida 0.33 % (p/v), y dodecil sulfato sódico (SDS) 0.1 % (p/v) en
tampón tris-UCI 0.375 M PH 8.8. Previamente a esos 3.5 ml se les había añadido 10 ¡al de
N,N,N’ ,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y 30 ¡al de una disolución recientemente preparada de
persulfato amónico al 5 % (p/v), evitando la formación de espuma. Sobre la mezcla de polimerización
se deposita una capa de aproximadamente 2 mm de espesor de n-butanol, a fin de evitar la formación
de menisco en la superficie del gel. Transcurridos 30-45 minutos, se elimina la capa de n-butanol,
lavando a continuación el frente del gel recién polimerizado (gel separador) con agua destilada. Sobre
este gel se depositan, aproximadamente 0.8 ml de una disolución filtrada y desgasificada de acrilamida
al 4.5 7o (p/v), bisacrilamida 0.12 % (p/v), SDS 0.1 % (p/v) en tampón tris-HCI 0.125 M PH 6.8,
a la que previamente se le añadieron 5 ¡al de TEMED y 7 ¡al de persulfato amónico 5 % (p/v). Antes
de que esta mezcla polimerice, dando lugar al gel concentrante, se coloca el molde que forma los
pocillos de aplicación.

3.7.2 Preparación de las muestras y desarrollo de la electroforesis

Las muestras a aplicar son desaladas mediante diálisis en bolsa, o mediante cromatografía de
filtración en gel en columnas comerciales de Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia), frente a agua
destilada. Posteriormente se llevan a sequedad en un desecador centrífugo a vacío Speed-Vac. Se
disuelven a continuación en el tampón de aplicación tris-HCI 62.5 mM PH 6.8, conteniendo SDS 2
% (p/v), glicerol 25 % (y/y), azul de bromofenol 0.01 % (p/v) como marcador del frente. En los
casos en los que se desea reducir los puentes disulfuro de las proteínas presentes en las muestras, se
añade 13-mercaptoetanol 1 % (y/y). Antes de su aplicación, las muestras se calientan a 100 0C durante
5 minutos en baño de agua. El volumen de muestra aplicado nunca superó los 15 ¡tI.
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El desarrollo de la electroibresis se lleva a cabo en tampón glicocola 0.19 M, tris-HCI 25 mM
pH 8.3, SDS 0.1 % (p/v). La diferencia de potencial entre electrodos se fija de forma que la
intensidad de corriente se mantenga constante a 25 mA. La duración del proceso está en función del
porcentaje de acrilamida con que se polimerizó el gel separador. La electroforesis seda por terminada
controlando el tiemnpo desde que el azul de bromofenol eluye fuera del gel (normalmente 8 minutos
después de ello).

3.7.3 Localización de las proteínas

Para este propósito se emplearon varios métodos de tinción, en función de la concentración
de las muestras aplicadas, de la rapidez con la que se precisara evidenciar los resultados del proceso,
o de la finalidad del mismo.

3.7.3.1 Tinción con níata

El método empleado se basa en el descrito por Oakley a al. (1980). con ligeras
modificaciones. El gel se sumerge, de forma sucesiva, en las disoluciones que se detallan a
continuación, durante los tiempos especificados, bajo agitación orbital continua, y a temperatura
ambiente:

1. 100 mnl de metánol 50 % (y/y>, ácido acético 12 % (y/y), durante 30 minutos, aunque esta
etapa puede prolongarse indefinidamente.

2. 100 ml de etanol 10 % (y/y>, ácido acético 5 % (y/y), durante 15 minutos. Esta etapa se
repite dos veces.

3. Triple lavado de 10 minutos con 1120 destilada.

4. 100 ml de la ‘disolución de plata”, durante 20 minutos. Dicha disolución de plata, que ha
de ser reciente, se prepara mezclando 21 ml de NaOH 0.36 % con 1.4 ml de NH4OH
concentrado; esta mezcla se agita al tiempo que se le añaden de forma lenta y continua 4 ml
de AgNO, al 20 % (p/v>, de forma que se disuelva el precipitado pardo que aparece
inicialmente. La disolución transparente que resulta se lleva a 100 ml con 1120 destilada. Una
vez utilizada, esta disolución se desecha (precipitación con Clj.

5. Lavado con agua destilada abundante durante 3 minutos. Este lavado se repite tres veces.

6. 100 ml de la “disolución reductora’ recientemente preparada. Durante la incubación con
esta solución se produce el revelado del gel. Esta etapa se detiene cuando el fondo del gel
comnienza a tomar un color ámbar oscuro, para lo cual se acidifica el medio con ácido acético
al 0.5 % (y/y). La solución reductora se prepara añadiendo 100 ¡al de ácido cítrico al ¡0 Vv
(p/v) y 100 ¡al de formaldehido comercial (35 %) a 100 ml de agua destilada.

7. Lavado abundante con agua destilada y posterior almacenamiento del gel en una disolución
de Na~C0, al 1 % (p/v).

Para la detección de bandas minoritarias puede ser conveniente la prolongación del proceso
de revelado, a expensas de un oscurecimiento del fondo y de la aparición de un ligero velo por la
superficie del gel. Posteriormente, si se desea, se puede disminuir la intensidad del revelado, o incluso
eliminarlo totalmente. Para tal fin se utiliza el reductor fotográfico descrito por Switzer a al. (1979).
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Consta de las dos disoluciones siguientes:

Disolución A: 37 g de NaCí y 37 g de CuSO4.H20, disueltos en 850 ml de agua, a los que
se añaden NH4OH concentrado hasta que se disuelve el precipitado formado inicialmente, tras
lo cual la disolución se enrasa a 1 litro.

Disolución 8: 436 g de tiosulfato sódico disueltos en 1 litro de agua destilada.

Estas dos disoluciones se mezclan en partes iguales y la mezcla resultante se emplea
directamente o diluida, según la intensidad del fondo a eliminar o la rapidez con que se desee
que transcwrra el proceso de desteñido. Este se finaliza transfiriendo el gel a un recipiente con
abundante agua. Los geles se almacenan también en Na2CO3 al 1 % (p/v).

3.7.3.2 Tinción con azul de Coomnassie

Tras la electroforesis, el gel se sumerge durante 10-15 minutos en una disolución de metanol
45 7v (y/y), ácido acético 10 7v (y/y) conteniendo azul de Coomassie R-250 al 5 7v (p/v>. Tras 15
minutos de incubación, el gel se trasfiere a una disolución de desteñido, conteniendo metanol 20 7v
(y/y), ácido acético 7.5 7v (y/y). Esta etapa se prolonga hasta que aparecen nítidamente las bandas
y suficientemente diferenciadas del fondo, cambiando si es preciso, la disolución de desteñido.

3.7.3.3 Tinción con zinc

En todos los pasos que se detallan a continuación se emplearon 100 ml de las disoluciones
descritas. El gel sumergido en ellas, se mantuvo bajo agitación orbital continua. En la tabla II se
sumariza el protocolo, el cual consta de dos etapas, una para la tinción negativa y otra para el viraje.
Los pasos seguidos fueron los siguientes:

3.7.3.3.1 Tinción negativa

1. Después de la electroforesis el gel es sumergido en una solución de Na2CO3 1 7v &/v)
durante 5 minutos.

2. A continuación, dicho medio es sustituido por una solución de imidazol 0.2 M conteniendo
SDS 0.1 7v (p/v). Después de 15 minutos el gel se lava con agua durante unos segundos,
procurando eliminar la espuma que pueda haber quedado en el medio.

3. El gel se transfiere ahora a un medio conteniendo ZnSO4 0.2 M. En unos segundos
comienza a aparecer un fondo blanco, permaneciendo las bandas de proteína transparentes.
Esta incubación se prolonga durante 40 segundos a lo sumo. Trascurrido este tiempo, la
citada disolución se retira rápidamente, y el exceso de zinc es eliminado lavando el gel con
abundante agua: 2 lavados de 10 segundos seguidos por otros dos de 10 minutos.

De este modo se ha conseguido teñir el gel de forma negativa con zinc. En este estado, el gel
puede ser almacenado en agua por tiempo indefinido, pero, sin embargo, no puede ser secado, ya que
durante este proceso se pierde el precipitado que cubre el fondo, y, por tanto, el patrón de tinción.
Partiendo de este estado del gel, hemos desarrollado un modo de alterar dicho precipitado, de forma
que se torna de color azul oscuro y toma un carácter permanente, lo que permite el secado del gel.
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[)icho proceso, denominado ‘viraje”, es el que se describe a continuación:

3.7.3.3.2 Viraje

4. Los geles teñidos inversamente emi el modo descrito, se incuban durante 4 minutos en una
disolución de ferricianuro potásico 0.1 7v (p/v), o-tolidina 0.1 7v (p/v> en metanol 20 7v
(y/y). Esta solución no es estable y tiende a desarrollar un precipitado oscuro sobre su
superficie. Por 1<) tanto, ha de ser preparada inmediatamente antes de su utilización,
ínezclando volúmenes iguales de las siguientes disoluciones: (A) ferricianuro potásico 0.2 7v
(p/v); (B) o-tolidina 0.2 7v (p/v) disuelta en metanol 40 7v (y/y>. Para facilitar la preparación
de la disolución B es aconsejable disolver en primer lugar la o-tolidina en el metanol y,
posteriormente enrasar con agua hasta el volumen final necesario para alcanzar las
concentraciones de metanol y o-tolidina indicados.

Durante la incubación del gel en el medio descrito, el fondo blanco se vuelve de un color
amarillo-marrón, mientras que las bandas toman un ligero color amarillo transparente.
También durante esta incubación aparece el mencionado precipitado en la superficie de la
disolución, lo que no afecta de forma perceptible a los resultados finales, especialmente si tras
la incubación se lava el gel durante unos segundos con agua.

5. Posteriormente los geles se incuban con otra disolución de o-tolidina diferente: o-tolidina
0.1 % (p/v), H2S04 0.18 N, metanol 20 7v (y/y). De nuevo esta disolución resulta ser
inestable y ha de ser preparada inmediatamente antes de su utilización, mezclando volúmenes
iguales de la disolución (A>, descrita anteriormente, y de una nueva (C) 11304 0.36 N.
Durante los dos primeros minutos en este medio ácido, el fondo marrón del gel se vuelve de
color azul, mientras que las bandas de proteína se tornan de nuevo transparentes, lográndose
así el viraje del gel. Durante este tiempo, la disolución toma un color amarillo y desarrolla
un precipitado blanco que no afecta a los resultados finales, siempre que dicha incubación se
mnantenga bajo constante agitación orbital.

No es preciso prolongar el proceso final de viraje, puesto que esta reacción tiene un punto
final. Así, después de no más de 5 minutos, la disolución se retira y los geles se lavan varias veces
con agua, con el fin de eliminar posibles trazas de precipitado blanco que podrían haberse quedado
adheridas al gel.

El gel, en este monento está listo para ser secado en la forma convencional.

3.7.4 Densitometrado de eeles

La evaluación densitométrica se realiza sobre los geles PAGE-SDS una vez secados entre dos
láminas de papel celofán. Par el densitometrado se utiliza un espectrofotómetro Hevkman DU-8
equipado con el programa “gel scanning system”. Se emplean los siguientes parámetros
instrumentales: rendija del gel (“gel slit”> 0.05 mm; promedio de lecturas, 1; velocidad de barrido
del gel, 0.4 cm/mm.; velocidad de carta, 1cm/mm, la altura del haz de luz fue fijada en 2 mm, con
el fin de asegurar que las bandas del gel , de aproximadamente 7 mm de ancho, fueran medidas a
través de su zona central, evitándose así las irregularidades de los bordes.

En el caso del densitometrado de los geles teñidos inversamente con zinc y posteriomente
virados, el registro se realizó en el modo trasmitancia, empleando una longitud de onda de 580 nm.
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3.7.5 Fotografiado de geles

Los geles teñidos con plata o con azul de Coomassie fueron fotografiados en el modo
convencional.

Los geles teñidos de forma inversa con zinc se fotografian colocándolos sobre una superficie
negra .~Si se trataba de geles virados, dicho fondo negro se sustituyó por un transiluminador. Sin
embargo, se han obtenido mejores resultados con estos geles virados acudiendo a fotografía por
contacto. Para tal propósito, los geles. una vez secos, se sitúan directamente sobre una película
fotográfica ( película ortocromática Valcaline de 0.1 mm de espesor; Valca) y se iluminan utilizando
una ampliadora estándar (Durst M3708W; Durst Phototechnik srl>. Las condiciones de iluminación
que resultaron más adecuadas frieron: fI 1, 10 segundos de exposición y 58 cm de distancia entre la
lente y el gel. De este modo, y después del revelado de la película (revelador de papel Ilfospeed RC
18 4. IM; llford) se obtiene una copia negativa a tamaño real de cada gel, en una película fotográfica,
que es a su vez empleada como negativo para una segunda impresión por contacto, esta vez sobre
papel. Para esta segunda impresión, el objetivo de la ampliadora se ajusta a fló, y la exposición de
luz se mantiene durante 5 segundos a una distancia de 34 cm del gel. Tras el revelado del papel, con
el mencionado revelador, se obtiene una copia positiva del gel. Con este procedimiento hemos evitado
los pasos de reducción y posterior ampliación de la forma clásica de fotografiado, mejorando, así,
la definición y el contraste final.

Aunque el método de fotografiado por contacto directo que se ha descrmto es válido para geles
teñidos con zinc y virados, también resulta aplicable, con ligeras modificaciones, a geles teñidos con
plata o con azul de Coomassie.

3.8 METODOS CROMATOGRÁFICOS. RPLC

A parte de las cromatografías descritas en apartados anteriores, en el presente trabajo se han
empleado diversos métodos de separación mediante I4PLC, que se describen a continuación. En todos
los casos se utilizó un equipo Beckman System GoId, dotado de un programador de gradientes modelo
126 compuesto por dos bombas, y un detector de longitud de onda variable, de un solo canal, modelo
166. Los disolventes orgánicos empleados eran de grado HPLC y el agua ultrapura, procedente de
un sistema Milli-Q (Millipore> al que se le acopló un filtro con un diámetro de poro de 0.22 ¡am
(MilliPack-40, Millipore>. Todos los medios preparados frieron filtrados según la compatibilidad, a
través de membranas Durapore (Millipore> o de nylon 66 (Altech), de 0.22 gm de diámetro. Los
medios acuosos fueron desgasificados mediante trompa de vacio, mientras que con los orgánicos se
hizo por ultrasonidos en un sonicador Ultrasons (Selecta).

A continuación se detallan los diferentes métodos empleados:

3.8.1 Cromatografía de intercambio catiónico

La columna empleada (MA7S, BioRad), consiste en un relleno no poroso (BioGel MA7), que
tiene anclado como grupo mntercambiador el radical sulfopropilo. Sus dimensiones son de 50 x 7.8
mm, y su diámetro de partícula no porosa, de Y ¡am. El número de platos teóricos calculados para esta
columna fue de 3400.

Como fase móvil se emplearon dos tampones: (A) fosfato sódico 20 mM PH 7, EDTA 1 mM;
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(B) el mismo, pero conteniendo además NaCí 0.5 M.

El método de elución seguido consistía en un equilibrado inicial en el disolvente A,
aplicandose, una vez inyectada la muestra, un gradiente lineal, de 16 minutos de duración, hasta un
80 7v del sistema B. Durante los 4 minutos siguientes se mantiene la composición de forma isocrática,
para recuperar finalmente las condiciones iniciales en 2 minutos más. El flujo de operación era de 1.5
mí/mm., y el seguimiento espectrofotométrico se realizó midiendo A225. El volumen de muestra
aplicado era, generalmente, de 500 ¡al.

3.8.2 Croínato2rafía de intercambio aniónico

En este caso, el relleno de la columna empleada fue de DEAE-TSK (spherogel-TSK DEAE
SPW, Beckman); sus dimensiones de 75 x 7.5 mm, y su diámetro de partícula de 10 ¡am. El diámetro
de poro de esta partícula fue de 10 ¡am. El número de platos teóricos calculado para esta columna fue
de 2752.

La fase móvil utilizada estaba compuesta por dos tampones: (A) tris-UCI 20 mM pH 8.0,
EDTA 2 mM, NaCí 50 mM, glicerol 15 7v; (B) idéntico al anterior, salvo en la concentración de
NaCí, que era de 0.3 M.

El método empleado, consistía en una elución isocrática durante 5 minutos con 100 7v del
sistema A. Posteriormente, y con una duración de 1 minuto en todas ellas, se aplican las siguientes
etapas: (A) gradiente lineal hasta el 50 7v de B; (B> elución isocrática en estas condiciones; (C)
gradiente lineal hasta el 100 7v de E; (D> elución isocrática en ese porcentaje de B y (E) recuperación
de las condiciones iniciales. El flujo se mantiene en 1 mí/mm. La composición del eluido se registra
por medio de A280. El volumen de muestra aplicado era de 100 ¡al en los casos en que se tratara de
un estudio analítico, y de 500 ¡al cuando se precisara recuperar la muestra para análisis posteriores.
En la figura 10 se representan cromatogramas típicos obtenidos cuando se aplican muestras
conteniendo IR, RNasa o complejo IR-RNasa.

3.8.3 Cromato2rafía de filtración en Leí

Se utiliza una columna Superdex 75 ¡IR 10/30 (Pharmacia>. Se trata de un soporte
cromatográfico diseñado para sistemas de FPLC; y, por tanto, resiste presiones muy inferiores a las
de trabajo con columnas de HPLC. Por este motivo, el flujo empleado fue de tan solo 0.5 mí/mm.

Las dimensiones de la columna son: 30cm x 10 mm, con un diámetro de partícula de 13 ¡am.
El número de platos teóricos calculado fue de 10635. El intervalo de fraccionamiento de esta columna
para proteínas globulares es de 3000-70000 D.

La elución se llevó a cabo con un tampón fosfato sódico 50 mM pH 7.0, NaCí 150 mM,
glicerol ¡0 7v (y/y), de forma isocrática. El seguimiento espectroscópico se realizó mediante registro
continuo A2~.

El volumen de muestra aplicado en todos los casos fue de 100 ,xl. En la figura 11 se muestran
los perfiles de los cromatogramas obtenidos cuando se aplican muestras de IR, RNasa o complejo.
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Figura 10. Perfiles cromatográficos obtenidos tras aplicar muestras de IR libre, RNasa A libre
o complejo IR-RNasa A en una columna de intercambio aniónico DEAE-TSK 5PW (Beckman>.
En método de elución empleado de detalla en el apartado 3.8.2.
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Figura 11. Perfiles cromatográficos obtenidos al aplicar muestras de IR libre, RNasa A libre,
o complejo IR-RNasa A en una columna de exclusión molecular Superdex 75 ¡IR (Pharmacia>.
El método de elución se describe en el apanado 3.8.3 de esta sección.
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3.8.3.1 Evaluación de Pesos Moleculares. recta de calibrado

Con el fin de poder relacionar los tiempos de retención en esta columna, con los pesos
moleculares de las proteínas aplicadas, se llevó a cabo un calibrado utilizando proteínas comerciales,
de pesos moleculares conocidos. Las proteínas empleadas fueron: BSA (66200 D), ovoalbúmina
(42700 D), inhibidor de tripsina (17600 D) y RNasa A (13700 D>. El volumen de exclusión de la
columna se evaluó aplicando una disolución de azul de dextrano. Los tiempos de retención relativos
al tiempo de exclusión obtenidos para cada una de las proteínas aplicadas se representan en la figura
12, en función de sus respectivos pesos moleculares. Un ajuste por mínimos cuadrados de los
resultados nos proporcionó la siguiente ecuación para la recta de calibrado:

t
logM = —1.423 (~) .m-

te
6.402 (r = 0.9974)

M = peso molecular
tr= tiempo de retención
t0= tiempo de exclusión

Figura12. Recta de calibrado de la columna de filtración en gel Superdex 75 HR (Pharmacia), en la que se aplicaron las siguientes
proteínas de peso molecular conocido: albúmina de suero <66.2 U)), ovoalbúmina (42.7 lcD), inhibidor de tripsina (21.3 lcD),
mioglobina (17.6k0)y RP4asa A (¡3.7 U)). Eleluyenteempleadoy las condiciones de elución se especifican en el apartado ???.
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3.8.3.2 Cuantificación de RNasa A. Recta de calibrado

La evaluación del efecto que la modificación gradual del complejo IR-RNasa A tiene sobre
el grado de asociación entre ambas proteínas se realizó empleando esta columna, en las condiciones
cromatográficas descritas anteriormente. Esta columna no es capaz de resolver al IR libre de su forma
asociada a la RNasa A, pero ti puede separar a éstos de la molécula de RNasa libre. Por lo tanto, la
evaluación del grado de asociación entre el IR y la RNasa se llevó a cabo cuantificando la cantidad
de RNasa A disociada. Para tal evaluación, se precisa conocer la relación existente entre el área del
pico de RNasa y su masa. Este calibrado se realizó aplicando diferentes cantidades de RNasa A,
comprendidas en el intervalo dc 0.5-10 ¡ag, en un volumen constante de 100 ¡al. La determinación de
la ¡nasa exacta de RNasa A aplicada se realizó por medida de la A2~ de las disoluciones aplicadas,

como 2 2 de 0.72 my tomando coeficiente de extinción E> g’ ml cm’ o. Las áreas integradas se
representan en función de las cantidades de RNasa A aplicadas en la figura 13. Un ajuste por mínimos
cuadrados de estos datos dió como resultado la siguiente recta de calibrado:

Aiea = 28.4048

300

250

.4

w

.4

200

1 50

1 00

50

(l’9 ~asa A)
— 8.5587 = 0.9994)

2 4 6 8 10

RIBONUCLEASA (gg)

[5]

Figura 13. Recta de calibrado en la que se relaciona la cantidad de RNasa A aplicada en una columna de exclusión molecular

Superdex 15 nR. en las condiciones descritas en el texto, con el área del pico resultante en el cromatograma.
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3.8.4 Cromato2rafía en fase reversa

A lo largo del trabajo que aquí se expone, fueron puestos a punto dos métodos de
cromatografía en fase reversa con distinta finalidad, y que emplean diferentes~.soportes
cromatográficos; en concreto se utilizaron una columna C4 y otra C18. El método que emplea la
primera de las columnas permitía obtener IR y/o RNasa puros, y en un disolvente volátil (orgánico).
El segundo de ellos se utilizó para la cuantificación de GSSG y GSH de una mezcla de reacción. A
continuación se describe cada una de ellos.

3.8.4.1 Cromatografía en soporte C

.

Se utiliza una columna C4 (Supelcosil LC-304, Supelco), de dimensiones 5.0 cm x 4.6 mm,
con un taínaño de partícula de 5 ¡am de diámetro, y un diámetro de poro de 300 A. El número de
platos teóricos calculado fue de 3284.

La elución se llevó a cabo empleando dos disolventes: (A) isopropanol lO 7v (y/y), ácido
trifluoroacético (TEA) 0.1 7v (y/y); (B> isopropanol 90 7v (y/y), TEA 0.1 7v (y/y). El TFA se emplea
para dar al medio un PH de 2, con el fin de minimizar las interacciones electrostáticas repulsivas con
la fase estacionaria.

El método consiste en: dos minutos de disolvente A 100 7v que, posteriormente pasará a 100
7v de E en un gradiente de 20 minutos de duración. Tras mantenerse estas condiciones isocráticamente
durante 5 minutos, se restablece un 100 7v de A en 2 minutos más. El flujo de operación fue de 2
mí/mm., y el registro espectrofotométrico se realizó a 225 nm.

Bajo estas condiciones, pudimos comprobar que la RNasa A elula a un tiempo de 6.5 minutos,
ínientras que el IR lo hacía a 13.1 (figura 14). Cuando aplicamos una disolución de complejo, el
resultado fue la aparición de dos picos a los tiempos mencionados, lo que ponía de manifiesto la
desnaturalización del IR a lo largo de la cromatografía. Este hecho hizo que esta columna fuera
empleada únicamente cuando no era preciso el estado nativo del IR. Por ejemplo, fue empleada para
dializar IR reducido y carboximetilado destinado a secuenciación de aminoácidos. Puesto que la
proteína eluía en una mezcla de agua, isopropanol y TEA, el secado de la muestra permitía su
recuperación en ausencia de sales ni aditivos.

3.8.4.2 Cromatografía en soporte C,8

La columna empleada fue una Spherisorb ODS-2 de Symta, de dimensiones 25 cm x 4.6 mm,
con un taínaño de partícula de 5 ¡am, para la que se calcularon 42.121 platos teóricos.

El método de elución consiste en un gradiente entre un disolvente (A) agua con ácido
trifluoroacético (TEA) 0. 1 7v (y/y>, y un disolvente (B> acetonitrilo con TFA 0.1 7v (y/y>. Dicho
gradiente pasa desde un 100 7v de (A> hasta un 100 7v de (B> en 7 minutos, para volver
posteriormente a las condiciones iniciales en 1 minuto más.

El flujo de operación es de 1 mí/mm. y el registro del cromatograma se realiza midiendo
absorción a 214 nm. El seguimiento a tan baja longitud de onda está motivado por nuestro objetivo
de lograr un método lo más sensible posible para la detección de GSH y de GSSG. Un cromatograma
típico de una mezcla de OSII y GSSG se muestra en la figura 15.
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Figura 14. Cromatografía en fase reversa (C,) en una columna supelcosil LC-304
(Technokroma> de dos muestras de IR y RNasa A ,respectívamente. Las condiciones de elución
empleadas de describen en el apartado 3.8.4.1 de esta sección.

¡ 1 1 ¡ ¡

RA



PARTE EXPERIMENTAL 52

1.2

1.0
E
ti

st

CN

O

O
O
£
O
n
o
-o
.4

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

T¡empo (mm.)

Figura 15. Cromatografía en fase reversa (C18), en una columna Spberisorb ODS-2 (Symta> de
una preparación conteniendo una mezcla de cantidades equimolares de GSH y GSSG, y tratada
de forma previa con NEM. Las condiciones de elución se describen en el apartado 3.8.4.2 de
esta sección. El pico que eluye a 5.7 minutos corresponde al GSSG, mientas que el derivado 5-
(N-etilsuccininiido>-GSH eluye a 6.4 minutos.
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3.8.4.2.1 Cuantificación de GSH/GSSG

El método cromatográfico anteriormente descrito consigue la separación de las especies GSI-I
y GSSC de una preparación, lo que posibilita su posterior cuantificación. Para ello, necesitamos
disponer de sendas rectas de calibrado que nos permitan relacionar las áreas de los picos obtenidos
en el cromatograma con las cantidades de GSH o GSSG presentes en la muestra problema inyectada.
Para la realización de dichas rectas de calibrado utilizamos como estándares ambos compuestos
comerciales por separado. Tanto dichos estándares como las muestras problema se trataroncon NEM,
con el tiíi de impedir la oxidación del GSR y su consiguiente conversión en 6550 durante el proceso
cromatografico, lo que se traduciría en evaluaciones erróneas en las concentraciones de ambas
especies. Una vez tratadas las preparaciones con NEM, se sometieron a una precipitación de las
posibles proteínas que pudieran llevar las muestras problema, con el fin de evitar que pudieran
complicar el cromatograma resultante y dificultar su valoración.

El protocolo empleado es el siguiente: 500 ¡al de la muestra a evaluar, y cuyo pH se ajusta
a 7.0, se mezclan con 250 pl de NEM 20 mM disuelta en un tampón fosfato 50 mM pH 7.0. La
mezcla resultante se incuba a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos. Transcurrido
este tiempo se habrá producido la alquilación del grupo SI-! de la molécula de GSH. A continuación
se añaden 250 ¡al de ácido perclórico (PCA> al 40 7v (y/y), con lo que se conseguirá precipitar las
proteínas presentes en la muestra. Tras centrifugar las mezclas resultantes durante 10 minutos en una
Microfuga-E de Beckman, los sobrenadantes están en condiciones de ser inyectados en la columna
de HPLC C~<.

En cada valoración se prepara de forma paralela un blanco en el que se sustituye la muestra
por tampón fosfato 50 mM PH 7.0, y que sufre idéntico proceso que aquella. El cromatrograma
obtenido para dicho blanco se resta de todos los correspondientes a las muestras, antes de proceder
a la cuantificación de GSH y 6556.

Las rectas de calibrado de 0511 y de 6556 se hicieron inyectando 20 ¿tI de diferentes
disoluciones con concentraciones que oscilaban entre 0.005 y 0.5 mM. Las áreas de los picos se
calcularon por integración. Las rectas de calibrado obtenidas para ambos compuestos se representan
en la figura 16. Las ecuaciones resultantes tras ajustar los valores experimentales a la ecuación de una
recta fueron las siguientes:

Para el 6511:

Área 206.57 (inmoles GSH/l±tro) + 1.92 (r = 0.9994> [6]

Para el 6556

Área = 85.79 (inmoles GSSG/litro) + 0.25 (r = 9,9998> [71

Para evaluar el efecto que el tratamiento precipitante de proteínas pudiera tener sobre los
resultados obtenidos en la cuantificación de 6511 y GSSG, se prepararon varias mezclas que contenían
100 ml de una disolución de albúmina de suero bovino (ESA) 0.05 mM, en tampón fosfato sódico
50 mM pH 7.0, y 400 ¡al de una disolución que contenía distintas relaciones GSH/GSSG, dentro del
intervalo empleado para la elaboración de las rectas de calibrado, y en el mismo tampón fosfato. A
todas las mezclas resultantes se les aplicó el tratamiento de modificación con NEM, y posteriormente
se dividieron en dos alícuotas, una de las cuales ffie sometida al posterior tratamiento de precipitación
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Figura 16. Rectas de calibrado que relacionan las cantidades de GSH y de GSSG aplicadas en
la columna de fase reversa (C1~) Spherisorb ODS-2 (Symta), y las áreas de los picos
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de proteínas. Todas las alícuotas se centrifugaron, tal y como se describió anteriormente, y de cada
uno de los sobrenadantes obtenidos se aplicaron 20 ¡al en la columna C1g. Las áreas de los picos de
OS!] y 0550 resultantes se interpolaron en las rectas de calibrado. La comparación de las cantidades
de ambas especies obtenidas para las alícuotas sometidas y no sometidas a precipitación de proteínas,
permitió comprobar que este proceso no alteraba los resultados de cuantificación de GSH y de 0550.

3.9 TECNICAS ESPECTROSCÓPICAS

3.9.1 Esnectros de absorción 1.1V/VIS

Las medidas espectroscópicas, efectuadas de forma habitual a lo largo del presente trabajo,
fueron realizadas en un espectrofotómetro Beckman DU-7, empleando cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso optico. De forma esporádica se utilizó un espectrofotómetro de doble haz Uvicon-930 <Kontron).

3.9.2 Esnectros de dicroísmo circular

Los espectros de dicroísmo circular se obtuvieron en un dicrógrafo Jobin Yvon Mark III,
equipado con una lámpara de xenon de 250 W, refrigerada por agua. El aire contenido en la cámara
de muestra, en el sistema óptico y en la cámara del fotomultiplicador es desalojado mediante una
corriente de N2 mientras la lámpara permanezca encendida. Los registros fueron realizados en la
región del UV lejano (200-250 nm) empleando cubetas de cuarzo, cilíndricas, de 0.05 cm de paso
óptico. La velocidad de barrido era de 0.5 nm/s.

Los resultados se expresan como elipticidad molar por residuo (

0n~) en unidades de (grado
cm2 dmoF’), y se calculan a partir de la expresión:

[O]~ 3300 S fi MWR [8]
1 G

Donde U diferencia en mm entre el registro de la muestra y el de su disolvente.
5 = sensibilidad del registro, en unidades de absorbancia (AL-AD> por mm.
MWR = peso molecular promedio por residuo. Calculado para el complejo 1R-RNasa
a partir de su composición aminoácida (107.54).

= paso óptico.
C concentración de proteína, en mg/ml , calculada a partir de su medida
espectrofotométrica.

Alícuotas de 300 ¿tI de las muestras estudiadas fueron previamente dializadas por
cromatogratía de penetrabilidad en Sephadex 025 (PD-1O, Pharmacia), a fin de eliminar su contenido
en EDTA, que interfiere en la medida. Así mismo, esta diálisis sirve para eliminar el TNB presente
en los estudios de oxidación por DTNB, el cual interfiere también negativamente.

A partir de los registros DC se realizaron análisis de estructura secundaria utilizando el
programa ‘Convex Constrait Algorithm” de Fasman a al. (1993>. Este algoritmo se basa en
considerar que cada espectro DC de una colección de ellos, es la combinación lineal de una serie de
espectros o curvas básicas correspondientes a las estructuras secundarias fundamentales. El algoritmo,
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por tanto, busca cuáles de esas curvas puras está presente en cada espectro, y en qué proporción
contribuye a él. Este cálculo lo lleva a cabo de forma inductiva, sin suposiciones, a priori, sobre la
forma de los espectros DC correspondientes a las estructuras secundarias básicas.

En los estudios aquí recogidos, las curvas DC experimentales se descomponen en cuatro
contribuciones básicas presentes en todas ellas, a la vez que se obtienen los pesos conformacionales
de cada una de ellas. Las curvas puras obtenidas frieron asignadas a a-hélice, lámina It giros II y
ordenación aperiódica, por comparación con los espectros de dicroísmo de estas estructuras
secundarias conocidas.

3.10 ESTUDIOS DE SECUENCIA AMINOACIDA

Con el fin de establecer comparaciones, a nivel de secuencia aminoácida, entre el IR de
testículo, purificado en este estudio, y el de hígado de cerdo, se procedió a secuenciación automática
de los extremos N-terminales de los fragmentos resultantes cii la hidrólisis por bromuro de cianógeno
del IR de testículo. Los procedimientos experimentales empleados en estos estudios fueron los que
se describen a continuación.

3.10.1 Reducción y carboximetilación

Se dializa una preparación de IR de testículo mediante cromatografía de filtración en gel en
columnas comerciales de Sephadex 0-25 (P-10, Sigma), frente a un tampón tris-Ud 0.576 M pH 8.6,
EDTA 5.2 mM, urea SM, 2-mercaptoetanol 190 mM. Una vez reunidas las fracciones que contienen
el IR, se gasea con N2 la disolución y se mantiene a temperatura ambiente durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo, se añade a la preparación ácido iodoacético hasta una concentración final
de 0.125 M, prolongando la incubación durante 20 minutos, a temperatura ambiente y en ausencia
de luz. Tras este periodo se finaliza la modificación eliminando los reactivos mediante diálisis en la
columna de Sephadex 0-25. La elución se realiza con (NH4)HCO, 50 mM. La muestra se liofiliza,
recuperando así la proteína modificada, libre de sales y otros aditivos

3.10.2 Hidrólisis con bromuro de cianó2eno

Tras el tratamiento anterior, la proteína se redisuelve en ácido fórmico 70 %, hasta alcanzar
una concentración de 1.5 mg/ml. El BrCN se añade, disuelto también en la misma solución ácida,
en un exceso molar de 3000 veces sobre el IR. La mezcla de reacción se gasea con N2, y se
¡nanteniene la incubación por un periodo de 2 días, a temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se procede a la liofilización de la preparación, para lo cual es preciso
reducir la concentración de ácido fórmico por debajo del 3 7v diluyendo con agua destilada (la
dilución realizada fue 1:30). Sólo en las drásticas condiciones mencionadas fue posible obtener un
rendimiento cuantitativo de la hidrólisis por el CNBr.

3.10.3 SeDaración de los néptidos mediante electroforesis PAGE-SDS

La mezcla de péptidos resultante tras la hidrólisis con CNBr se redisuelve en el tampón de
aplicación de la electroforesis y se somete a PAGE-SDS en la forma convencional. Una vez finalizado
el proceso, se visualiza el resultado mediante tinción negativa con zinc sin viraje. Una de las calles
del gel se recorta en las posiciones ocupadaspor los péptidos de interés, y los trozos de gel así
obtenidos se someten a un proceso de electroelución.



PARTE EXPERIMENTAL 57

3.10.4 Electrotransferencia

Las bandas recortadas se incuban en una disolución de ácido cítrico 2 7v (p/v) durante lO
minutos. Este ácido tiene propiedades quelantes y es capaz, por tanto, de eliminar el zinc que está

presente a lo largo del reticulado de poliacrilamida. Una vez realizada esta etapa, se incuban las
bandas durante 15 minutos en el tampón en el que se va a desarrollar el proceso de
electrotransferencia: tris-MCi 48 mM, glicocola 39 mM, SOS 0.375 % (p/v), en metanol 20 7v (y/y).

La electroelución se realiza en un sistema NovaBlot (LKB 2117-250>. Sobre el ánodo de
grafito, saturado con agua destilada, se sitúan las unidades de transferencia. Dichas unidades se
componen, cada una de ellas, de una banda del gel sobre una membana de PVDF (lnmobilón-P.
Millipore>, rodeadas de cinco capas de papel de filtro por debajo y otras cinco por encima, todas con
su mismo tamaño y forma, y humedecidas en el tampón de transferencia. La diferencia de potencial
entre los electrodos se tija de forma que se mantenga una intensidad constante de 0.8 mA/cm2 de gel.
El proceso de eleetroelución se prolonga durante 75 minutos.

La membrana de PVDF se tiñe finalmente con azul de Coomassie, en unas condiciones
ligeramente diferentes a las empleadas para la tinción de geles de poliacrilamida descritas. En
concreto, la disolución de teñido contiene azul de Coomassie R-250 0. 1 7v (p/v) en metanol 40 7v
(y/y), ácido acético 1 7v (y/y>. La incubación en este medio se mantiene durante 1 minuto, tras el cual
se procede al desteñido con metanol 50 % (y/y).

3.10.5 Secuenciación automática

Las bandas de péptido fijadas a la membrana de PVDP son sometidas a una degradación de
Edman y a una posterior secuenciación automática de los extremos N-terminales de los péptidos CBI
y CB2. Para ello se empleó un secuenciador Applied Biosystems modelo 477 A. Los derivados
feniltiohidantoin-aminoácido (Pth)-Xaa> fueron identificados usando un analizador 120 A en línea, y
el programa Applied Biosystems (Hewick a al., 1981).

3.11 ESTUDIOS DE INTERCAMBIO TIOL-DISULFURO DEL COMPLEJO IR-RNasa A

Teniendo en cuenta que el objetivo de nuestros estudios es la molécula del complejo IR-RNasa
y los posibles mecanismos rédox que intervienen en su regulación, sometimos dicha molécula a una
serie de tratamientos oxidantes, con el fin de evaluar los efectos en ella provocados. Los agentes
oxidantes empleados fueron disulfuros, bien sintéticos, como el reactivo de Elíman (DTNB>, bien
naturales, como el glutation oxidado (0550), la cistina o la cistamina. Con cualquiera de ellos la
oxidación del complejo transcurre a través de intercambios tiol-disulfuro. El empleo del DTNB tiene
su justificación en las favorables propiedades espectrofotométricas del mismo. Ello facilita el
seguimiento del intercambio tiol-disulfuro que, a la larga, nos ha permitido modelizar la oxidación
del complejo.

Asimismo, las muestras de complejo oxidadas se sometieron a tratamientos reductores
posteriores, con el fin de estudiar la posible reversión de la oxidación provocada anteriormente. Los
agentes reductores empleados fueron de dos tipos: reactivos químicos (DTT) o compuestos biológicos
(OS!], cisteina y c¡steamina).

- ~.1~
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3.11.1 Oxidación nor cantidades subesteouiométricas de DTNB

Las disoluciones de complejo a tratar con el DTNB. eran dializadas previamente mediante
cromatografía de penetrabilidad en columnas de Sephadex 0-25 (PO-lO, Pharmacia), frente a un
tampón tris-HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, NaCí 150 mM, glicerol 15 7v (y/y). En todo
momento este tampón se mantiene saturado en argón por borboteo continuado de este gas inerte. El
pH alcalino del tampón de diálisis asegura un eficaz intercambio tiol-disuifliro, al favorecer la
tormacion del anión tiolato, que es el reactivo nucleotílic() que desencadena el intercambio. La
concentración de complejo tras la diálisis era de 10-12 ¡aM. Las muestras así obtenidas se mantenían
en viales cerrados herméticamente mediante válvulas minINERT, a través de las cuales se les
introducía una presión positiva de argón (0.5 kg/cm2). Adicionalmente, siempre que fue posible, tales
viales se conservaron en el interiorde una cámara de ultrafiltración (diaflo, Amicon) bajo una presión
positiva de lO kg/cm2 del mencionado gas inerte.

Las disoluciones de complejo con concentraciones 10-15 ¡aM, se tratan a temperatura ambiente
con sucesivas alícuotas DTNB, inyectadas en los mencionados viales a través de los septa de silicona
de sus válvulas minINERT. En cada paso, la cantidad de DTNB añadida es subestequiométrica
respecto al c<)lltenido en grupos tiol de la preparación de complejd. En concreto, se inyectaban 0.5
moles de DTNB por mol de complejo presente. El DTNB empleado se encuentra disuelto en un
tampón fosfato 50 mM pH 7.0, y a concentraciones variables, en función de la que tuviera la muestra
de complejo, deforma que resultara del orden de 100 veces más concentrada que ésta. Así, la adición
de las sucesivas alícuotas no supone una dilución significativa en la preparación del complejo. Las
reacciones de oxidación fueron seguidas espectrofotométricamente mediante el registro continuo de
la A

41. de una alícuota de la mezcla de reacción. Tras cada adición de DTNB, la reacción se da por
finalizada una vez alcanzada la estabilización en las medidas de absorción.

Concluido cada paso de modificación, se estudia el efecto provocado en la molécula de
complejo evaluando distintos parámetros:

- Número de grupos SH modificados por molécula de complejo. Este dato se calcula a partir
del incremento en la A

412 alcanzado, utilizando para ello un coeficiente de extinción molar
para al TNB de 13600 M-’ cm’ (Glazer a al., 1985).

- Contenido en grupos tiólicos remanentes, en condiciones desnaturalizantes (SOS). El
protocolo se describe en el apartado 3.5.

- Disociación del complejo en IR y RNasa libres. Este dato se calcula midiendo la cantidad
de RNasa que aparece en forma libre, en el modo que se describe en el apartado 3.8.3.

- [nactivacióndel IR. Esta valoración se hizo de forma indirecta, midiendo la liberación de
actividad ribonucleolitica. Para ello se utilizó el ensayo de actividad que emplea cCMP como
sustrato (apartado 3.6.2).

- Alteraciones en la estructura secundaria del complejo, evaluadas mediante dicroísmo
circular. Las condiciones empleads se detallan en el apartado 3.9.2.

3. II .2 Oxidación por disulft,ros bioló2icos en exceso

Las disoluciones de complejo a tratar siguen una preparación previa idéntica a la descrita en
el apartado anterior para las muestras tratadas con DTNB. En primer lugar se dilalizan mediante
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cromatogratía de penetrabilidad en Sephadex 0 25 frente a un tampón tris4lCl 20 mM pH 8.0.
EDTA 2 mM, Nací 150 mM, glicerol 15 7v (y/y). Las fracciones conteniendo el complejo se reúnen
de torma que la concentración final alcanzada sea, en todos los casos, 42 ¡aM. De este modo, los
resultados obtenidos en todos estos tratamientos serán directamente comparables.

Las oxidaciones se llevaron a cabo añadiendo el disulfuro en cuestión (GSSG. cistina o
cistamina) en exceso sobre el contenido en 51-1 de la preparación. Distintas alícuotas de complejo
fueron incubadas con diferentes concentraciones de disuifliro, manteniendo las mezclas de reacción
en vilaes herméticamente cerrados, en las mismas condiciones que las descritas en el apartado
anterior. La evolución del tratamiento de oxidación se siguió midiendo la actividad ribonucleolítica
liberada a lo largo del mismo, como consecuencia de la inactivación del IR. El ensayo utilizado fue
el que se basa en el empleo de cCMP como sustrato.

Las concentraciones de los distintos disuifliros empleadas fueron seleccionadas en función de
la velocidad con la que transcurría la reacción de oxidación en cada caso, de forma que el tratamiento
lograra completarse en un espacio de tiempo no superior a 10 horas. Durante este tiempo podemos
asegurar el mantenimiento de una atmósfera no oxidante en el medio de reacción. En concreto, las
concentraciones utilizadas furon las siguientes:

- 0550: 5 mM, 10 mM, LS mM y 20 mM.
- Cistina: 2.5 mM, 4 mM, 5 mM y 7 mM.
- Cistamina: 1 mM, 2.5 mM, 4 mM y 7 mM,

En el caso del GSSG, no se pudo alcanzar el punto final del tratamiento (activación de la
totalidad de la RNasa presente en la preparación> puesto que para ello se precisan concentraciones de
reactivo muy superiores a las utilizadas, dada la lentitud del proceso de oxidación que desencadena.
Por limitaciones del ensayo de actividad ribonueleolítica utilizado, no fue posible el empleo de tales
concentraciones (suponen una excesiva contribución a la A2~ de la mezcla del ensayo, perdiéndose
así la linealidad del mismo).

3.11.3 Reducción de preparaciones de comnielo sometidas a tratamientos oxidantes

Preparaciones de complejo que fueron sometidas a tratamientos oxidantes, tanto con DTNB
como con disulfuros biológicos (0550, cistina o cistamina), fueron posteriormente objeto de
tratamientos reductores con DTT o con las correspondientes formas reducidas de aquellos disulfuros
biológicos (051-1, cisteina o cisteamina), con objeto de intentar la reversión de las oxidaciones previas.
Para ello, las disoluciones de complejo se dializaron mediante cromatografía de filtración en gel en
columnas de Sephadex 0 25 (POlO, Pharmacia). De este modo se conseguía eliminar los reactivos
presentes en las muestras.

En el caso de las muestras tratadas previamente con DTNB, las incubaciones se hicieron
empleando DTT 10 mM, y se llevaron a cabo con alícuotas con diferente grado de oxidación: 30 7v
y 100 7v de modificación global de la mezcla de reacción.

Las muestras previamente oxidadas con los mencionados disulfuros biológicos, fueron
sometidas a tratamientos reductores, tanto con DTT como con los compuestos biológicos GSH,
cisteina y cisteamina, siempre en concentraciones de 10 mM. En estos casos, el intento de revesión
fue hecho sobre muestras con un 30 7v de oxidación global.

En todos los casos, las mezclas de reacción se mantuvieron en viales herméticamente
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cerrados, con una presión positiva de argón de 0.5 kg/cm2, y guardadas en un sistema de
ultrafiltración bajo una presión de argón de 10 kg/cm2. La evolución de la reacción fue seguida en
el tiempo mediante ensayos de actividad ribonucleolítica, para lo que se empleó el ensayo que se basa
en la utilización de cCMP corno sustrato.



RESULTADOS
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4.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DEL IR DE TESTÍCULO DE CERDO

El aislamiento y purificación del IR está fuertementecondicionadopor la dependencia
existenteentresu actividad inhibidora y el estadoreducidode sus grupossulthidrilo, así comopor
el carácteraltamentehidrofóbicode la molécula. Estos condicionantesjustifican la necesidadde
incluir en todos los tamponesagentesque preservenal IR de oxidación espontánea,como EDTA
2mM y 2~mercaptoetanollO mM o DTT 5 mM, así como agentesestabilizadorescomo el glicerol
que, una vez la proteínaen estadohomogéneo,eviten su agregacióny permitan su conservacióna
ha¡atemperatura,sin congelarse.

El procedimientoseguidoes,en líneasgenerales,el ya descritocon anterioridadparael IR
de la mismaprocedencia(Cid, 1992),con dos salvedades:

i) Repeticiónde la etapade precipitaciónfraccionadacon sulfato amónico, con el fin de
conseguirun mayorgradode purificaciónen estafase;esto permitedisminuir los volúmenes
de muestrasmanejadosy, en consecuencia,reducir los tiemposde desarrollode la siguiente
etapacromatográfica.
Ii) Supresión de la cromatografía en DEAE-celulosa. Tras la segunda precipitación
fraccionadacon sulfato amónico,el gradode purificación conseguidoes 49 vecessuperior
al descritoparadichaetapacromatográfica;de estemodo, podemosprescindirde ella, con
el fin de no prolongarinnecesariamenteel procesode aislamiento.

Tal y como ya ha sido descritoparael IR de testiculode cerdo(Cid, 1992), asícomo para
inhibidorespurificadosde otrasfrentes (Blackburna al., 1977; Burton y Pucci, 1982; Fominayael
al., 1988a), se trata de unaproteínapresenteen el citoplasmacelular. Tras la homogeneizacióndel
tejido y la obtencióndela fracciónpost-mitocondrialmediantecentrifugación,el contenidoenIR libre
es del orden de 12-13 mg por kilogramo de tejido.

La fracción solublecelulares sometidaa un dobleprocesode precipitaciónfraccionadacon
sulfato amónico, entreel 30 y el 60% de saturaciónen ambos casos.La realizaciónde unadiálisis
exhaustivaentrelas dosprecipitaciones,con el fin de garantizarel intervalo de saturaciónsalinaen
la segundade ellas,es de importanciacrucialparaobtenerel máximo rendimiento.

La recuperaciónde IR tras esta dobleprecipitaciónfraccionadapuedealcanzarel 79% dcl
total presenteen la fracción soluble. Junto a esta elevadarecuperación,la principal ventaja de
combinardos precipitacionesfraccionadasen sustituciónde la precipitaciónfraccionadaseguidade
cromatogratiade intercambio iónico, se encuentraen la importante deslipidizaciónque así se
consigue.En efecto, uno de los inconvenientesdel material biológico empleado,es su elevado
contenidoen grasa.De hecho,tras la primeraprecipitacióncon sulfato amónico, la redisolucióndel
precipitado30-60 % toma un aspectoturbio que dificulta las posterioresetapascromatográficasy
empobrececonsiderablementesu resultado.Ello es la consecuenciade la elevadaconcentraciónde
material lipídico en suspensión.Sin embargo,cuandosobreestasuspensiónse lleva a cabola segunda
etapade precipitaciónfraccionada,la disoluciónque finalmenteresultaal disolverel correspondiente
precipitado30-60 % tiene un aspectotransparente,indicando la ausenciade material lipídico en
suspensión.En suma, se obtieneconestadoble precipitaciónunapreparaciónmuchomás adecuada
paracontinuarel procesode purificación, aménde proporcionar,como ya se ha mencionado,una
purificaciónsuperiora la queseobteníatras la cromatografíaen DEAE-celulosa.

El material resultantede la doble etapaanterior, es ahoraobjeto de la etapamás críticade
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procedercon estaetapa, es preciso llevar a cabo una diálisis exhaustiva,con el objeto de poder
asegurarlas condicionesadecuadasparala unióndel IR a la RNasaA ancladaa Sepharose.Estaunión
se lleva a caboen un tampónfosfatosódico45mM, píA 6.4. Valores de pH inferioresse traducenen
unionesdébilesdel IR al soporte,mientrasquevaloressuperioresocasionanunionestan intensasentre
el IR y la RNasa, que sólo pueden revertirseen condicionesdesactivantes.Así, se precisa la
destruccióndel IR mediantereactivosbloqueantesdegrupossulfhidrilo, parala elucióndel inhibidor.

Un factorclavequedeterminala recuperacióncuantitativadel IR y, portanto,el éxito deesta
etapa de puriticacion, es el gradode saturaciónalcanzadoen el soporte cromatográticoantesde
procedera la elución. Paracadaprocesode purificación de IR. se requieremontarunacolumnacon
un volumende faseestacionariaqueseael mínimo paradar cuentade la unión de todo el IR presente
en el material queva a sercargado.En ningúncasohabráde sobrepasarseestevalor, yaqueen cada
unade estasetapasde cromatografíade afinidad Jacapacidadde unión de la faseestacionariaha de
quedarcompletamentesaturada.Sólo así,con un lechocromatográficosaturado,podremosgarantizar
rendimientosdel orden del 88% en este proceso.Como es lógico, parapoder trabajar en éstas
condiciones,es necesariohacerunavaloraciónde la capacidadde unión, cadavez que seapreparado
un nuevo lote Sepharose-RNasaA. El valor promediode capacidadde unión obtenidopor nosotros
para los diferenteslotes preparadosfue de 90000 UI/mí de soporte.

La elución se lleva a caboa temperaturaambiente,con un tampónacetatosódico 25 mM
pH =5.5, NaCí 3 M, glicerol 30 7¼DTT 5 mM. Sólo a partir de estaetapacromatográfica,el 2-
mercaptoetanolempleadoen las prmerasetapasdel procesode purificaciónessustituidopor el DTT,
para aprovecharasí el mayor poder reductorde esteúltimo. Razonesde economíaaconsejanno
utilizar DTT en las primerasetapas,dadoslos mayoresvolúmenesque se manejanen éstas.

El procedimientodescritoconducea la obtencióndel IR en un estadohomogéneo,comolo
pone de manifiestola únicabandaqueapareceen la posicióncorrespondientea un pesomolecular
de 50000 D en el gel de electroforesisPAGE-SOSque se muestraen la figura 1. EL rendimiento
global de esteprocesode aislamientoy purificación del IR de testículodecerdoes de un 69%, tal
como se recogeen la Tabla 1 que resumeel protocolo seguido. Las preparacionesde IR puro
presentanuna actividad específicade aproximadamente100.000 UI/mg de proteína, valor que
concuerdacon los descritospara los IR aisladosde otras fuentes(Blackburna al., 1977; Burton y
Eucci, 1982; Fominayaa al., 1988a).

Si una elevadafuerzaiónica y un pH próximo a su pI permitieronla elución del IR en la
cromatogratíade afinidad, un medio de talescaracterísticasno resultaser el más adecuadoparael
almacenamientode una proteínaque, como el IR, presentaun caráctermarcadamentehidrofóbico.
En efecto,cuandoel IR se encuentraen concentracionesdel orden de mg/mí, su elevadatendencia
a la agregaciónseponede manifiestodurantesumanipulacióny almacenamiento.La agregaciónllega
inclusoa hacerseevidenteconformeprogresa,y, unavez agregado,no esposiblerecuperarla forma
monoméricadel IR en su estadoactivo. Como resultadode lo anterior, en el transcursode pocas
horasdespuésde eluir el IR de la cromatografiade afinidad podemosperderloen su totalidad en
aquellasfraccionesdondealcanzasusvalores más elevadosde concentración,

Es porestemotivo por lo que, unavez han terminadode eluir, cadaunade las fraccionesde
la cromatografíade afinidades inmediatamentedializadamediantecromatografíadefiltración engel.
Paraello seutilizan sendascolumnasdeSephadexG-25 (PD-10, Pharmacia)equilibradasen tampón
Tris pH 6.5, NaCí 25mM, glicerol 15%. Las fraccionesrecogidastras los procesosde diálisis son
reunidasen función de la concentraciónde IR.
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4.2 FORMACIÓN DEL COMPLEJO

Corno ya se ha mencionado,nuestrosestudiospartende la hipótesisdeque la RNasapresente
en el citoplasmacelularseencuentraen forma decomplejoconel IR endógeno.Essobreestaespecie
molecular sobre la que se ejerceríantodos los mecanísínosde regulación,que llevan a adecuarla
actividaddel sisteínaen estudioa los requerimientosfisiológicos de la célulaen cadamomento.

Por lo tanto, nuestro objetivo de analizarlos ¡necanísmosimplicadosen la regulaciónde la
suhunidad IR en el complejo ínencionado,nos planteala necesidadde disponerdel mismo. Así, se
ha trabajadocon preparacionesde coínplejo reconstituidoa partir del IR purificado de testículode
cerdoy RNasa A. Son varios los ínotivos que nos han llevado a la utilización de la kNasaA, o
rihonucleasapancreática,para la formación de estos complejos. i) el elevadogradode similitud
existenteentreestaribonucleasay las RNasasalcalinascitoplasmáticassobrelas que el IR ejercería
su fución in vivo; u) el gran conocimiento acumuladosobrela RNasaA, y iii) la disponibilidad
comercíal de la misma en preparacionesde un elevado grado de pureza. De hecho, tales
argulnentacíonesson igualmenteválidaspara los estudiosque hastala fechasehan realizadosobre
la interaccionde otros IR de mamíferos.Talesestudiosse han centradotambiénen el empleo de
RNasaA comoenzima modelo.

Cuandoel IR obtenidopor el procedimientodescritopretendeutilizarseparala obtenciónde
complejoreconstituido,es aconsejablehacerloreaccionarcon la RNasaA tan pronto como resulte
posible despuésde su elución de la cromatografíade afinidad. De esta forma se puede obtener
provechode lamayor estabilidadfrente a la agregacióndel complejoIR-RNasaen comparacióncon
el IR libre. Con tal propósito, una vez que el IR ha eluido de la cromatografíade afinidad, y
previamentea ladiálisis en SephadexG-25, sedeteríninanlos molesdeIR presentesencadafracción,
a partir de su espectrode absorción11V/VIS, el coeficientede extinción del IR (E0’ ~2~=0.87), y
un valor de 50 kDa comosu masamolecular. Teniendoen cuentala estequiometría1:1 de la unión,
se añadea cadatubo un ligero excesomolar de RNasaA que dé cuentade la unión de todo el IR
presente.De este modo, podemos asegurarque no existe inhibidor libre en las preparaciones
resultantes.Por supuesto,antesde procedera la realizaciónde los estudiosde queva a ser objetola
moléculade complejo, se ha de eliminar el excesode RNasaA.

4.2.1 Eliminación del excesode RNasaA

El procedimientoseguidosebasaenunacromatografíade intercambiocatiónicoensulfopropil
MA7S (BioRad) a pH neutro.

Debido a la diferenciaexistenteentrela carganetadel complejo (de carácterácido por el
predominiodel carácterácido del IR, cuya masaes 3.5 vecessuperiora Jade la RNasa)y la de la
RNasaA (decarácterbásico),ambasmoléculaspuedenserseparadasmedianteunacromatografíade
intercambio iónico, cubriéndoseasíel objetivo perseguido.Se prefirió emplearun intercambiadorde
cationes,porqueen él la RNasaA quedaretenidaen la condicionesiniciales decargade la muestra
(0 M NaCí), mientrasque el complejo IR-RNasaresultaexcluido. Estehecho se traduce en una
míllima dilución del complejoduranteel procesocromatográfíco.Concretamente,sepuederecuperar
una disolución de complejo conteniendoel 85% del total cargado(se desprecianlas fracciones
extremasdel pico), con unaconcentración1.6 vecesinferior a la inicial. En la figura 18 serepresenta
un cromatogramatipo, en el que se aprecia la aparición del complejo a los 0.8 minutos de la
inyección de la muestra(lo quesuponeun volumende eluciónde 1.2 ml quecoincidecon el volumen
de elución del material no retenido), y en forma de un pico muy agudo. Por su parte,la RNasaA
eluyea un tiempodc 4.2 minutos, lo quecorrespondea una fuerzai6nica de 0.135 M NaCí.
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Figura 18. Cromatografíade intercambiocatiónicoenunacolumnaMA7S (BioRad), en la que
seaplicó unapreparaciónconteniendocomplejoIR-RNasaA juntocon un excesode RNasaA.
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4.3 COMPOSICIÓN DE AMINOÁCIDOS

La composicióndeaminoácidosdel IR fueevaluadatrassometerla proteínaa hidrólisisácida.
Las determinacionesse llevaron a cabo sobrecinco muestrasde diferentes concentraciones,e
hidrolizadasa tres tiempos diferentes:24, 48 y 72 horas. Ello permitió, en los casosque así lo
requirieron,extrapolara tiempo cero los valores de aquellosaminoácidosque sufren degradación
parcial durantela hidrólisis ácida.

Los residuosde 1/2 cistina frieron evaluadosen forma de ácido cisteico, para lo cual, y
previamentea la hidrólisis,el IR se oxidó con ácidoperfórmico. El análisisde aminoácidosen estas
condicionesreveló la presenciade 30 residuos.Por otro lado, la determinacióndel númerode estos
residuospresentesen la moléculaen formareducida,comocisteinas,seefectuóutilizandoel reactivo
de Ellínan (DTNE), y SDS como agentedesnaturalizante.A partir de la medidade A4~2 del TNB
liberado, y utilizandocomo valor del coeficientede extinción molar del mismo 13600M

1 cm~’, se
pudo coínprobarqueel total de los 30 residuosseencuentranen forma reducidaen el IR nativo; es
decir. el IR nativo carecede puentesdisulfliro.

La determinación del contenido en triptófanos se llevó a cabo por métodos
espectrototométricos(Tabla IV).

Métodode Beaveny Holiday

A
29,, A2800 MTyr/MTrp N

0 Trp

0.211 0.297 1.11 3.6

Método de Benczey Schmid

a/b 5 D~ MTyr/MTrp N0 Trp

-4.245x I0~ -5.44 0.078 0.75 5.3

‘labIa II. Determinación del contenido en triptófano del IR de testículo de cerdo, mediante el empleo de métodos espectrofotométricos.

La Tabla V recogela composiciónde aminoácidosobtenidaparael IR de testículodecerdo,
junto a las de IRs purificadosde otras fuentes.El númerode cadauno de los aminoácidospresentes
en la moléculade IR detestículode cerdofue calculadoa partir del datode pesomolecular(50kDa)
obtenidomediantePAGÉ-SDS.La composiciónde aminoácidosasí obtenidaparael IR de testículo
de cerdo, resultaser prácticamenteidéntica a la ya descritapara el IR de hígado de la misma
procedencia(I-Iofsteenge a al., 1988a). Aunque las similitudes con los otros IR descritosy
purificados de otras fuentes no son tan marcadas, las diferencias siguen siendo pequeñas,
manteniéndoselas mismascaracterísticasgeneralesquedefinena estasmoléculas.Hay quedestacar
la gran hidrofobicidad(contieneun 21.49 % de leucinasy un 1.97 % de isoleucinas).así comoel
elevadocontenido en cisteínas(30, lo que suponeun 6.58 % del total de residuos).En el IR de
testículodecerdo,al igual queen el hígadodecerdo, no existenfenilalaninas,al contrario delo que
ocurrecon el restode los inhibidorespurificados,dondeel númerovaríaentre3 y 7 (Burton a al.,
1980; Burton el aL, 1982; Blackburneí aL, 1977).
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4.4 ESTRUCTURA PRIMARIA PARCIAL

Corno se ha coínentado,ya ha sido aislado y purificado otro IR de origen porcino,
concretamenteel procedentede hígado.Este inhibidor presentauna coínposiciónde aminoácidos
extraordinariaínentesimilar a la obtenidaparael IR detestículo(TablaV). Estehechonoshizopensar
en una posible identidad ínolecular entreaínbas, lo que no resultaríasorprendentedado el origen
comúnde los órganosempleados.La confirínaciónde dicha identidadresultabade especialinterés,
dado que Ja secuenciacióndel IR de hígado fue publicadaen el curso de] presente trabajode
investigaclon.

Paracomprobarla pt)sible identidadentreambosinhibidoresde cerdo,sepensóen comparar
las secuenciasN-terminalesde las dos ínoléculas.Paraello, el IR de testiculofue sometido a una
degradaciónautomáticade Edman, obteniéndoseun resultadonegativo. Ello, que indicabaque el
residuoqueocupala posiciónN-teríninal en el IR de testículose encuentrabloqueado,constituíaya
un primer indicio a favor de la identidadde ambasmoléculas,yaque en el IR de hígadotal residuo,
una metionina, seencuentraacetilado.El bajo númerode residuosde metionina (2) que tienee] IR
de testículohizo aconsejableprocedera su hidrólisis químicacon CNBr, ya quesóloseriadeesperar
un máximode tresfragmentoscomoresultadodel mismo. La posteriorseparacióndeestosfragmentos
habríade proporcionardos extremos N-terminalesque, una vez secuenciadosautomáticamente,
podrían suministrar datos de secuenciasuficientes coíno para establecerla comparaciónque se
buscaba.En el casode que, como en el IR de hígado, una de tales metioninasfueseel residuo N-
teríninal, el resultadode tal hidrólisis con CNBr sería, a efectosprácticos, como si se hubiese
eliíninado el bloqueodel extremo N-terminal del IR, ya queuno de los tres fragmentosresultantes
del tratamientoseríasimplementeN-acetil-homoserina.

En definitiva, aún cuandoel bloqueo del extremo N-terminal del IR de testículo fue, en
primera instanciaun resultadonegativo, nos obligó a [levara caboel mencionadotratamientocon
CNEr que, a la postre,nos habíade permitir establecerla comparaciónde secuenciasentreambos
IR, no sólo a nivel del extremoN-teríninal de la molécula,sino tambiénen porcionesinternasde la
mísma. De pasada,tal rupturacon CNBr brindabala posibilidad de analizarelectroforéticamenteel
patrónde péptidosresultantes,y comprobarasísi resultabacoincidentecualitativay cuantitativamente
con el que se obtienecuandoel IR de hígado se someteal mismo tratamiento(Hofsteengeet al.,
1988).

En la figura 20 se muestrael resultadode tal análisis mediantePAGE-SOS. El patrón
electroforéticoobtenidoestácompuestopordos péptidosde 36000y 14000Da, quellamaremosCfi
y CB2 respectivamente.Se tratadeun patrónesencialmenteidénticoal obtenidoparael IR dehígado
sotuetidoal mismo tratamiento.

Con vistas a la secuenciaciónde los extremosN-terminalesde estospéptidos,se llevaron a
caboelectroforesisen gel de las anterioresmezclas,y seprocedióa su electroelucióna membranas
de inínobilón deMillipore (PVDF). A tal electroeluciónsólo sesometieronaquellasporcionesdel gel
en que se localizaban los péptidos de interés, lo cual fue posible porque los geles habíansido
previamenteteñidospor un procedimientocompatiblecon la electroelución;en concreto,un método
optimizadodetinción negativaconzinc. La optimizacióndeestemétododetinciónnegativa,asícomo
su transformaciónen un métodode tinción permanente,hansido objeto deestudioen el cursode la
investigaciónquerecogela presenteMemoria, y comotal, serátratadoen un apéndiceal final de la
misma.
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Los inhibidoresenzímáticosque¡nuestranestaelevadaeficacia inhibidora, recibenel nombre
de inhibidores de alta afinidad o de “unión estrecha” (tight binding inhibitors), para así hacer
referenciaa quesu elevadaeficacia inhibidoraes la consecuenciade su particularmentealta constante
de asociacioncon la enziína.

En términos de las constantesde inhibición (K,) que se calculan por los procedimientos
cinéticosconvencionales(equivalentesa constantesdedisociación,cuyo valor se expresaen unidades
molares), los inhibidoresde alta afinidad se caracterizanpor presentarK~ especialmentebajas. Para
la valoraciónde las K, de estetipo de inhibidores se han desarrolladounaseriede procedimientos
gráficos(Dixon, 1972)0algebraicos(Henderson,1972; Morrison, 1982)quetomanenconsideración
suspeculiaridades.

Los IR constituyenunaclaseaún másespecialdentrode los inhibidoresde alta afinidad. En
ellos la K1 es muchomenor que las concentracionesde enzimaempleadasen su ensayo.Ello limita
1) inclusoiniposíbilítael cálculodesu K, por los procedimientospuestosa puntoparalos inhibidores
de alta afinidad. Nuestrogrupodesarrollóun métodoparael cálculode la K, enestecasotan especial,
en el cual se consideraque la interacción del IR con la RNasa es tan potente que no llega a
establecerseningún tipo de competiciónde aquel con el sustratopor su unión a la enzima. En
definitiva, que primero se estableceel equilibrio del IR con la RNasa,tras lo cual, la cantidadde
RNasaque quedalibre se comportadel modo michaelianonormal en su catálisis. Se llega así a
demostrarque paradiferentesconcentracionesde IR en el medio de ensayo,la velocidadde reacción
en presenciadel inhibidor relativaa la velocidad ensu ausenciaobedecea la siguienteecuacion:

_________ -1+ _____ • ____p- [E1~ [EJÉ 1—1 [9]

dondei es el porcentajede inhibición que se alcanzacon las diferentesconcentracionesde
inhibidor ensayadas,p es la pendientede la recta de calibrado que relacionael porcentajede
inhibición, i, con la concentraciónde IR, y [El] es la concentracióntotal de enzimaensayada.

Por tanto, para podercalcularK, utilizando estaecuación,se han de realizaruna serie de
estudioscinéticosen los que, paraunaconcentraciónde enzimaconocida,se determinela velocidad
inicial de reaccióny el porcentajede inhibición, paradiferentesconcentracionesde inhibidor en el
mcdio.

El ensayoenzimáticoutilizado para estasdeterminacioneses el que empleaRNA como
sustrato.Puestoque parael cálculo de la K, es precisotrabajarcon valoresde velocidadinicial, se
hace necesario definir en qué intervalo de tiempo la producción de oligonucleotidos +

ínononucleotidosa partir del RNA sustratose mantienelineal (tramo lineal de la curva A2~ vs
tiempo). La pendientedeestetramo lineal puede,entonces,serconsideradacomounabuenamedida
de velocidad inicial. Paraello, se evaluó la actividad enzimáticaa diferentesconcentracionesde
sustratoy a diferentestiemposde incubación(figura 22). Se optó por considerarcomo velocidad
inicial la pendientede la curva de actividad entre O y 4 minutosde reacción, zonaen la que se
conservala linealidad del ensayo.

Utilizando un valor de p de 30.61 (figura 23) y ajustandolos paresde datosexperimentales
(V/V5,, i) a la ecuación[9] medianteregresiónno lineal, se pudodeterminarun valor de 9.09 .

M + 1.46 - i0~ M parala K~ del IR detestículode cerdo(figura 24).
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Figura 22. Ensayosde actividad ribonucleolítica, a diferentes tiempos de
incubación. Los estudios se ¡levaron a cabo para distintas concentracionesde
sustrato,RNA. Las condicionesdel ensayoseespecificanen el apanado3.6.1 de
“Parte Experimental”.
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Figura 23. Curva que relaciona la cantidad de IR ensayado(expresadaenunidades
de actividad)y el porcentajede inhibición que ocasionaen los 8 ng de RNasaA
añadidosa la mezclade reacción(i). El ensayode actividadutilizado es el que
empleaRNA como sustrato.La pendientedel tramo lineal nos da el valor de ~
(30.61).
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4.6 OXIDACIÓN DEL IR E ¡NACTIVACIÓN: Estudios electroforéticos

Ya ha sido comentadala dependenciaexistenteentrela actividaddel IR y el estadoreducido
de sus grupos sulfbidrilo. El elevado númerode grupos SH de la molécula IR, junto a su relativa
facilidad de oxidación ambiental, imponen severoscondicionantespara el ínantenimientodel IR
funcionalmenteactivo.Con másfrecuenciade lo deseable,las preparacionesdeIR almacenadascuya
atmósferareductorao no oxidantese haya visto accidentalmentedegradada,pierden completao
parcialmentesu actividad.

Los estudiosrealizadosen el sentidode recuperarla actividad inhibidorasometiendoestas
preparacíoi¡esde IR inactivo a condicionesreductoras(diálisis frente a 300 volúmenescon tres
cambios de 2-mercaptoetanol,DTT o borohidruro sádico 50 mM, durante dos días) no
proporcionaronresultadospositivosen ningúncaso.

El análisiselectroforéticode tales preparacionesde IR inactivodemuestraque en ellasel IR
seencuentraen estadomonomérico(figura 25, calle 2), con unamovilidad electroforéticaanómala,
correspondientea un pesomolecular aparentede 41 kDa. Al mismo resultadose llega cuando
preparacionesde iR nativo se someten previamentea tratamiento oxidante con DTNB o a
desnaturalizacióntérmica(figura 25, calles3 y 5). Estecomportamientoanómalodel IR monomérico
debeser interpretadocomo la consecuenciade la formaciónde puentesdisulfuro intracatenarios,los
cualesimpiden el completodesplegamientodel IR cuandose le uneel SDS del tampónde aplicación.
Por tanto,el volumenhidrodinámicoqueocupael complejoIRoX¡dado~SDSes menorqueel del lR~duc¡do~

SDS y, consiguientemente,la movilidad relativade aquélmayor que la de este.

En el caso de la oxidación del IR por el DTNB, o de su desnaturalizacióntérmica,
dependiendode las condicionesexperimentales,la oxidación puede llegar a ser tan drásticaque la
especieresultantesea el IR agregadoincapazde penetraren el reticuladode poliacrilamida(figura
25, calles 4 y 6).

Sea con IR oxidado de elevadamovilidad electroforética,sea con IR agregadode baja
ínovilidad, el tratamientoreductorcon DII o 2-ME previo a la electroforesis,regenerala especie
de IR reducido, cuyo pesomolecular es de 50 kfla (figura 25 calles ‘7, 8 y 9). Sin embargo,en
ningúncasose restituyeigualmentela actividadinhibidora. El sulfito, otro agentecapazde romper
los puentesdisulfuro, tampococonsiguerevertir la inactivacióndel IR; en estecaso,no se recupera
ni siquierala movilidad electroforéticadel IR reducido(figura 25, calle 10). Ello indica que este
agentees incapazde accedera los puentesdisulfuro del IR oxidado,lo quedebeatribuirsea sucarga
negativa,que introducirá importantesrepulsioneselectrostáticas,dadoel carácterácidodel IR.

De lo anterior parececlaroque la inactivacióndel IR por oxidación no es unaconsecuencia
directa de la modificación de sus grupos sulthidrilo. De ser así, habría que esperar que tal
inactivaciónfuesereversible,en lamismamedidaen quees posiblereducir lospuentesdisulfuro hasta
las correspondientesformastiólicas. Es evidentequeel estadoconformacionaldel IR esel queejerce
un papel clave, y que tal estadoconformacionalsí que parecemostrarsedependientedel estadode
óxido-reduccióndel IR. La reversibilidadenla inactivacióndel IR estaríaindicandoque,unavezque
el IR pierdesu estadoconformacionalnativo, ya no puederecuperarlopor la simple restitucióndel
estadorédox de sus gruposSU.

Las anterioresafirmacionesplanteanalgunasinterrogantesencuantoa la importanciadeestos
procesosde inactivaciónfoxidaciónen la regulaciónfisiológicadel IR y. por tanto, de la actividad
ribonucleolítica.Es, cuandomenos,arriesgadoconcluir de los anterioresdatosque la actividaddel
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IR en la célula sólo puedeser reguladade forma negativa,y que una vez inactivadoel IR (como
resultasde caínbiosconforínacionalesirreversiblespropiciadospor el estado rédox celular), su
reutilizaciónpor la célulasolt) es posiblepreviadegradacióndel ndsíno, con el fin de incorporarsus
aminoácidosconstituyentesal “pooí’ queseempleaen la síntesisproteica.Aún cuandoello no esuna
hipótesisdeshechable,no pareceprudenteaceptarlade primeras,aunquesólo sea por razonesde
economíacelular. O, en otros términos, los resultadosexpuestosen este apartado,no son lo
suficientementeexhaustivoscomoparaperínitir suextrapolacióna la situaciónin vivo. En ella, el IR
se encuentraunidoa la RNasa, la cual puedeinfluir en su susceptibilidada la oxidacióny, por tanto,
en su ¡naetivación.Por otra parte, las condicionesoxidantesque puedanmanifestarseen la célula,en
ningún caso llegarána ser las fuertescondicionesoxidantes que aquí se han empleado.Hay que
considerarque el medio intracelulares esencialmentereductor, y sólo cabenesperaren el mismo
ligeras fluctuacioneshaciaestadosmenosreductores,pero nuncaun cambio radical haciaun estado
netaínenteoxidante.

Finalmente,no convienepasarpor alto que los equilibrios químicosen la célulaseestablecen
generalmentemediantereaccionescatalizadas.El que iii vitro no se haya conseguidorevenir la
inactivacióndel IR medianteel empleode agentesreductores,no significanecesariamenteque in vivo
ocurra lo ¡nísíno. Siemprepuedeconsiderarsela presenciade algúnbiocatalizadorquepropicieuna
reaccionque, aunquetermodinámicamentepermitida, seaen la prácticairrealizablepor razonesde
tipo cinético, y sólo la presenciadel catalizadorpuedaasegurarla.

Todos estos razonamientosnos han llevado a plantear un estudiomás detalladosobrela
inactivacióndel IR por el estadorédox, y, enconcreto,por reccionesde intercambiotiol-disulfuro,
como las queen la célulapuedendar cuentadel mensajereguladorcontenidoen el estadode óxido-
reduccióncelular. A los resultadosobtenidosen la investigaciónde estosaspectosse dedican los
apartados4.7 y 4.8.

4.7 EFECTOSDEL DTNB EN LA MOLÉCULA DE COMPLEJO IR-RNasaA

Como sehacomentadoenel apartado4.6, la estrechadependenciaexistenteentrelos grupos
SH del IR y su actividadinhibidoralleva a proponerun mecanismode regulacióndel mismo, en el
que el estadode óxido-reducciónde la moléculaejerzaun papel clave. De acuerdocon nuestra
hipótesisde trabajo, el estudiode estosaspectosreguladoresha de centrarsesobreel complejoIR-
RNasa. Es decir, pretendemosestudiarla regulaciónde su actividadribonucleolíticapor el estado
rédox del medio; en concreto,reaccionesde intercambiotiol-disulfuro.

En primer lugar, ha de centrarsela atenciónen los procesosoxidantesque dan cuentade
liberaciónde actividadribonucleolíticapor inactivaciónde la capacidadinhibidora de IR. En este
planteamientono ha de olvidarseque, ni vivo, tal inactivación del IR puede ocurrir de forma
reversible,por lo quehabrándeestudiarsecondicionesoxidantespoco drásticasqueno impliquen la
desnaturalizaciónirrecuperabledel IR. Posteriormente,si lo anterior es factible, se habrán de
investigar procesosreductores que den cuenta de inhibición de la actividad ribonucleolítica
previamenteliberada.

Como primera aproximacióna las mencionadasreaccionesde oxidación (activación de
RNasa),nos hemoscentradoen el intercambioentrelos grupostiólicos del complejo IR-RNasay el
disulfuro aportado por el reactivo de Elíman (DTNB). Las favorables propiedades
espectrofotoínétricasde estareacciónnos han llevado a esgogerel DTNB como el agenteoxidante
a estudiaren primenr lugar. En efecto,el progresode la reacciónde intercambio puedeseguirse
fácilmentemidiendo la A412 de la mezclede reacción,Jacualdacuentade la aparicióndel ácido5-do-
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2-nitrobenzoico(TNB). Aún cuandoel DTNB no tiene una presenciafisiológica, su naturalezade
disulfuro, juntocon su carácterácido,permitenadelantarun mecanismodeinactivacióndel IR similar
al que in vivo ejerceráel disulfuro biológico principal candidato de la misma, el GSSG. Las
estructurasmolecularesde ambos compuestosson las siguientes:

ooc coo- Q O FCOO
N NH

0
2N Q) s—s (3 NO2 NH~O O NH:

N N 000

DTN E GSSG

A la acción del DTNB se sometieronpreperacionesde complejo reconstituidasa partir del
IR purificado de testículoy RNasaA comercial. Paratal reconstituciónse siguió el procedimiento
descritoen la ParteExperimental,que incluye una etapade eliminacióndel excesode RNasa;de
maneraque la únicaproteínapresenteen la mezcladereacciónerael complejoenzimáticoIR-RNasa
A en estudio.

COMPLEJO-SM + O,N-~-- S-S..~- NO2 - C0MPLEJO-S-S--~- NO2 + SM [101
MCCC 00CM 00CM MOCO

DTNB TNB

Previamenteal tratamientocon el DTNB, las preparacionesde complejoasí obtenidasse
dializan rápidamente,mediantecromatografláde penetrabilidaden SephadexG-25 (10 cm), frentea
un tampón sin DTT. De esta forma se aseguraque los únicos grupos tiol que experimentanla
modificación por el DTNB son los aportadospor la subunidadIR, a la vez quese estableceel pH
alcalinonecesarioparaqueel intercambiotiol-disulfuroprogreseadecuadamente.Una vezdializada,
la disoluciónde complejosesometea modificación progresivaporel DTNB, mediantela adiciónde
sucesívasalícuotasde cantidadessubestequiométricasde estereactivo(0.5 ó 1 mol de DTNB por mol
de complejo).Tras cadaadición, el progresode la reacciónsesigue registrandola variacióncon el
tiempo de la A4,2 de la mezcla,o, lo que es lo mismo, se monitorizala aparicióndeTNB. Cuando
paracadaadición de DTNB el valor de absorbanciaseestabiliza,la reacciónse dapor concluiday
se procedea la siguienteadición de reactivo,y así sucesivamente.

Puestoque,entodomomento,la cantidaddeDTNB essubestequiométricarespectoal número
de gruposSH aportadospor el IR, cabeesperarque la reaccióndel esquema(10] progresehastael
final. Es decir, ha de esperarseque el númerode moles de TNB liberadosseaidénticoal de DTNB
añadidos.Sin embargo,la absorbanciaa 412 nm trascadapasode reacciónresultóserel doble de
la esperada(figura 26). Estehecho,sólo puedeserexplicadoen virtud deun mecanismode reacción
que implica dospasosconsecutivos:
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COMPLEJO-EH ~ DTNB

COMPLEJO -E-E-IMP

E2
COMPLEJO—E--E-TNB + TNB1

E2 S
COMPLEJO

En el primerode los pasos,unamoléculade DTNI3 reaccionacon unode los gruposSH del
IR (la RNasaA no tiene ninguno de sus ochosulfhidrilos en estadoreducido),formándoseasí un
disulfuro mixto complejo-S-S-TNB,y liberándoseunamoléculade TNB. Posteriormente,un nuevo
grupoSR del IR reaccionacon el disulfuromixto dandolugar a la formaciónde un puentedisulfuro
en la proteína,con la consiguienteliberaciónde unasegundamoléculade TNB. En suma,por cada
moléculade DTNB añadidaal medio dereacciónse originandosmoléculasde TNB. En el esquema
líO!, deliberadamentese haconsideradoqueel puentedisulfuro que se originaen la segundaetapa
esinterno.Ciertamente,cabeconsiderarqueseformenpuentesdisulfurointercatenariosque den lugar
a la agregacióndel IR. El que la segundaetapatranscurraintra- o inter-molecularmentevendrá
determinadopor la concentraciónde complejo en el medio. A las concentracionesnormalmente
empleadas(< 10 MM) sólo parecentenervalidezestadísticalos encuentrosentre51-1 próximosen la
misma molécula.Así, no se hadetectadomediantePAGE-SDSla formaciónapreciab¡ede agregados
por puentesdisulfuro intermoleculares(figura 25).
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4.7.1 Evaluación del arado de oxidación

El grado de oxidación alcanzadotras cadapaso de reacción se evaluó muediantedos
determinacionesdiferentes,Por una parte,la 4(2 al final de cadapasodabacuentadel númerototal
deSH modificados,paralo cual setomó en consideraciónun coeficientedeextinciónmolarde 13600
M’ cm’ parael TNB. De acuerdocon el esquema1101, el númerode moles de TNB liberadoses
coincidentecon el de grupos51-1 modificados.Porotraparte,alícuotasde la mezclade reaccióncon
al DTNB se sometieron, al final de cada paso, a condiciones desnaturalizantesy posterior
determinaciónde su contenidoen grupostiol reducidos(ver Parte Experimental).Los resultadosde
estasdos determinacionesindependientesse recogenen la figura 27 para los sucesivospasosde
oxidación conel DTNB. Se compruebacómoa lo largode la modificación la sumade los resultados
proporcionadospor amubasdeterminaciones(SR modificados+ SH sin modificar) dacuentadel total
de 30 cisteinasde la subunidadIR. Consiguientemente,cabedescartarunaoxidación ambientaldel
IR adicionala la provocadapor el DTNB.

4.7.2 Evaluacióndel grado de activación

Entendemoscomotal la liberaciónde actividadribonucleolíticacuandoel complejoIR-RNasa
se sometea modificacionescrecientespor el DTNB. Dadala dependenciaentreactividadinhibidora
y estadoreducidodel IR, era de esperarque la progresivaoxidación por el DTNB, conlíevarala
apariciónde actividadribonucleolíticaen el medio. La medidade estaactividadtras cadapasode
oxidación con DTNB ha de servir, pues, como evaluacióndel efecto que el DTNB (o gradode
oxidación) ejercesobrela actividad inhibidora. Los resultadosde estasdeterminacionesse recogen
en la figura 28. Es de destacarla naturalezabifásica del perfil obtenido. En la primera fase, la
liberación de actividad ribonucleolítica se ralentiza en torno al 15 %, para continuar después
aumemitandohasta la completa liberación de la actividad potencialdel complejo, una vez que se
alcamízanrelacionesglobalesDTNH/complejosuperioresa 5.0. Tal comportamientoseráobjetodeuna
discusiónposterior.
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Figura 27. Representación de la evaluación del número de gnipos SU modificados a lo largo del proceso de oxidación
del complejo IR-RNasa A con DTNB (círculos blancos), así como del número de 5H remanentes (círcumos negros). Ea
tr-i~ngulos. la suma de los dos valores anteriores. La línea discontínua indica el número de SH que se esperaba fueran
modificados por el DTNB, considerando la liberación de un mol de TP411 por mol de DTNB añadido.
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Figura 28. Cromatagrafíade exclusión molecular en carboximetil sephadexG 25
(Whatman).El métodode elucióncomienzade forma isocráticacon un tampónfosfato
25 mM pH 6.5, EDTA 2 mM, glicerol 10 % (tampónde equilibradode la columna),
parapasarde forma instantáneaal mismo tampónconteniendoNaCí IM. El cambio se
tampónseindica enla figuramedainteuna flecha. El contenidoproteicode las fracciones
eluidasfue valoradopor el método deBradford, midiendo la A595. En líneacontinuase
representael perfil cromatográficoobtenidotrasaplicar unadisolución decomplejo IR-
RNasaA. En línea discontínua,el correspondientea la aplicaciónde unadisolución de
RNasaA. Por último, en líneade puntosel perfil del cromatogramade unapreparación
de dicho complejosometidoa tratamientoconp-HMB 1 mM.
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4.7.3 Evaluación dcl frado de disociación

Generalínente,la liberacióndeactividadribonucleolíticaa partir del complejoseha atribuido
a la disociacióndeéste.Ello puedesercierto en las condiconesde modificaciónmasivade los grupos
SH del IR quesuelen emplearseen su inactivación.En nuestrocaso, sin embargo,cabeplantearse
si lo anterior es cierto incluso en pequeñosporcentajesde modificación del complejo. O en otras
palabras,la tendenciaen el terrenode la investigaciónsobreel IR, a considerarque su inactivación
vaya ~)arejaa su disociación,no estárefrendadapor un estudiodetalladosobreesteparticular. La
mayor partede los estudiosa nivel funcional del IR se han llevadoa cabosobrela moléculaaislada.
En tales circunstancias,el IR es especialmentevulnerable(ver apartado4.6), hastael estremoque
inactivacióny desnaturalizaciónirreversiblesoneventosprácticamenteindiferenciables.Sinembargo,
la posible regulación reversiblede la actividad ribonucleolitica del complejo IR-RNasa obliga a
considerarla disociacióncomoun eventoindependientede la liberaciónde actividadribonucleolítica.
Es decir, los resultadosdel apartadoanteriorno pueden,de primeras,considerarsecomo indicativos
de la paulatinadisociacióndel complejo.Esteesun aspectoquerequiereserestudiadoempleandouna
metodologíadiferentea la del simpleensayode actividad enzimáticaliberada.

A estenivel, el empleode métodoscromatográficoscapacesde separarel complejoasociado
de susconstituyentesdisociados,puedeconsiderarsecomounabuenaaproximaciónexperimentalpara
la evaluacióndel gradodedisociación.De hecho,en la bibliografíasepuedenencontrarantecedentes
sobreel empleo, o de cromatorafíade penetrabilidad(Goto y Mizuno, 1971), o de intercambio
cati~nico (Hofsteengea al., 1991)con tal finalidad. Los primeros hacenuso de las diferenciasde
tamanoentreel complejoIR-RNasa(64kD) y susconstituyentesIR, 50 kD; RNasaA. 14 kD). Los
segundossebasanen la diferenciaen pl entreIR y RNasa;así, en el complejo,el carácterácidodel
IR (pl~S.O), predominasobreel carácterbásicode la RNasa(pl~9.6), resultandoel complejouna
especiemenosácida queel IR, pero másque la RNasa. En consecuencia,en intercambiocatiónico
sólo la RNasa liberadadel complejoquedaráretenida. La evaluacióndel correspondientepico de
elución se ha empleado(Hofsteengeet al.. 1991a)paradeterminarel gradode disociación.

Los resultadosobtenidosen estasevaluacionessoncontradictorios.Utilizando el primerode
los procedimientos(Gotoy Mizuno, 1971>,sehallegadoa afirmar queelpHMB (unconocidoagente
disociantedel complejoIR-RNasa(Blackburnaa/., 1977)),no escapazde disociarel complejo. Por
otra parte, el segundo de los métodos cromatográficosse ha empleado para asegurarque la
modificación químicade los SH del complejopor el 5-DABIA’ no producedisociación(Hofsteenge
a al., 1991a). Los autoresde esteúltimo trabajo no realizaron,sin embargo,singúncontrol con el
quecoínprobaransi la disociaciónprovocadapor conocidosagentesdisociantes(v.g. pHMB) seponía
de ínanifiestoen su métodocromatográfico.De hecho, cuandointentamosadecuareste métodode
intercambio catiónicoparaevaluar el gradode disociaciónde nuestraspreparacionestratadascon
DTNB, llevamosa cabotal control, comprobandoqueel métodoaludido no resultabaválido parala
finalidad perseguida(figura 29). Ello, por unaparte,poníaen cuestiónlas conclusionesderivadasen
el estudiode la modificaciónquímicaporel 5-DABIA. Porotraparte,sehacíanecesarioexplicareste
comportamientoaparentementeanómalo,segúnel cual le RNasadisociadadel complejo,no se retiene
en un intercambiadorcatiónico.

A un resultadoanálogose llega cuandose trabajacon un intercambiadoraniónico(datosno
mnostrados),si bien en estecasolos resultadosanómalosse traducenen una elución conjuntade la
RNasadisociada(que no resultaexcluida) y el IR inactivado,ambosen posicionescorrespondientes
el coínplejo lR-RNasa.

‘3 ácido 4-N,N-dimeLilaminoazobenceno-4’-iodoace<ainiso-2’-suffónico; reacdvo de grupos sulíbidrílo queso ha empleado para
cl mareaje dilerencial de los Sil del IR unido ala RNasa (Hofsteenge el al., 1991)
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En suma, se diría que el tratamientocon pHMB no producedisociación, llegandoasí a la
inisii~a conclusionqueCoto y Mizuno sosteníantras su estudiopor cromnatografiade penetrabilidad
(Cuto y Mizuno, 1971). Sin embargo,no es momentode cuestionarsela capacidaddisociantedel
pHMB Éstaya quedó sobradamnentedemnostradapor Blackburn«tal. (Blackburna al., 1977). Así,
cuandosometieronpreparacionesde complejo tratadascon pHMB en excesoa croínatogratíade
penetrabilidad,empleandoun tamnpónde eluciónqueconteníapHMB 1 mM, lograron separaral IR
inactivo de la RNasa libre. Este resultado, opuestoal de Coto y Mizuno, no puede explicarse
argumentandoquese requierela presenciadepHMBen el ínediodeeluciónparaevitar quesu efecto
disociantese vea revertidopor la diálisis que conlíevala cromatografíade penetrabilidad.Es bien
conocido, y así se ha comentado(apartado1) quela inactivacióndel IR por el pHMB es irreversible.

La única explicación plausible al an~malo compOrtamientOcromnatográtícode la RNasa
disociada del IR es que, en las condiciones de elución emupleadascuando se observa tal
comuportamiento,se mantengauna interacción inespecíficaentreambasmoléculas.Ello es posible
dado el carácterácido del IR (pl=S.O) y el básico de la RNasa(pI~9.6). Si el medio de elución
incluye un agente ácido (como el pHMB empleado por Blackburn et al. en su concluyente
experimento),éstepuedecompetircon el IR en la interaccióncon Ja RNasa,con lo cual éstaqueda
definitivamentedisociada.

Cabe cuestionarsesi tal interacción electrostáticainespecífica es o no importante en
condicionesfisiológicas. En otros términos,dadala relativafortalezade estaunión, quese mantiene
en las condicionescromatográficasmencionadas,podría pensarseque la verdaderadisociacióndel
complejo IR—RNasa no tiene lugar in vivo. Para esclarecereste aspectohabría que tomar en
consideraciónlas condicionesiónicas que prevalecenen la célula. Así, con vistasa la evaluaciónde
Ja disociación promovida por el tratamiento con DTNB, hemos replanteadoel concepto de
disociación.Sólo se consideracomotal laquese produceen condicionesfisiológicasdefurezaiónica
(ti =0.15 M), y así resulta evidenciablemediante cromatografía.En consecuencia,el grado de
disociación producidopor el progresivotratamientocon DTNE del complejo, se ha evaluado,tras
cada paso de reacción, mediante cromatografíade penetrabilidaden columnaSuperdex75 1-IR
(Pharmnacia),equilibraday eluidacon un tampón que cumplía la anterior especificaciónde fuerza
iónica. En tales condicionesse ponede manifiestoel efectodisociantedel pHMB (figura 30). Esta
columnano tiene poder resolutivo suficiente como parasepararel complejo no disociadodel IR
disociado,pero sí a ambosde la RNasa. Así, la cantidad de RNasalibre quevaya apareciendoal
progresarla modificación se puedetomar como indicativa de la cantidadde complejodisociadoen
sus dos componentes.La cantidadde RNasadisociadase cuantifica por integraciónde su pico e
interpolación del áreaen una recta de calibradoconstruidautilizando RNasaA como estándar(ver
ParteExperimnental).

Un perfil cromatográficotípico obtenidoel la mencionadacolumnade filtración en gel se
¡nuestraen la figura 31. Correspondeaunaalícuotade complejomodificadocon unarelaciónmolar
DTNB/complejode ¡O, dondeya se ha producido la disociaciónde aproximadamenteun 40 % del
comuplejo inicial.

Los resultadosobtenidosal evaluarel grado de disociacióndel complejoa lo largo de su
modificación con el DTNB se recogenen la figura 32. Se puedecomprobarcómo la curva de
disociación sigue una evolución diferentea la de activación,confirmandoasí que se trata de dos
procesosindependientes.En concreto,se puedenalcanzargradosde modificación por el DTNB
(relaciones globales DTNB/complejo entre 2.0 y 4.5) en las que se manifiesta actividad
rihonucleolíticasin que ello vaya parejoa disociacióndel complejo. En consecuencia,en el medio
debede haber, entonces,lo quehemosllamado“complejo activo’; es decir, moléculasde complejo
cuyo IR permite la expresión,al menosparcial, de la RNasaa él asociada.
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Figura 31. Cromatografíade exclusión molecular en una columna de Superdex 75 HR
(Pliarmacia), en las condicionesdescritasen “Parte Experimental”, de una disolución de
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Figura 32. Curva que representael gradode disociación(expresadoen %) provocadoen el
complejo LR-RNasa A por el tratamientooxidantecon DTNB. La evaluacióndel gradode
disociaciónse realizó aplicandoalícuotasde la mezclade reaccióna lo largo del procesode
modificaciónen unacolumnadeexclusiónmolecularSuperdex75 1-IR, y evaluandola RNasa
libre, por integraciónde su pico de elución y posteriorinterpolaciónen la rectade calibrado
definidaen el apartado3.8.3.2de “ParteExperimental”
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Estos resultadosconstituyenla primeraevidenciaexperimentalsobrela existenciade RNasa
asociadaal IR, perono completamenteinhibida. Talesresultadosapoyan,a su vez,nuestrahipótesis
sobre la presenciaen la célula de IR unido a la RNasaformando un complejo enzimático, cuya
suhunidadreguladora,el IR, veríamoduladasu actividad en función del estadorédoxdel medio, sin
queello implicaradisociacióndel complejo.Este¡nodelopermitiríala reversibilidadde la inactivación
del IR, cosapocoprobableuna vez que la disociaciónse hubieraconsumado.

En consecuencia,la mesetaen la curva de activación, en torno a un 15 % de actividad
liberada(figura 28), podríacorresponderal máximo grado de modificacióndel IR compatibleconsu
asociaciona la RNasa, y, por tanto, al gradode oxidación correspondienteal estadoactivo del
complejo enzimático IR-RNasa. Condicíonesoxidantesmás drásticasconllevaríanla oxidación y
disociaciónirreversiblesdel IR.

Los resultadosexpuestosponende manifiesto que la modificación de los grupos SH del
complejo IR-RNasa(los aportadospor la subunidadIR) sigue un procesobifásico.Inicialmente, las
diferentesespeciesde complejovanmodificandounospocosde sus gruposSH, comoconsecuencia
de 1<> cual todo el complejode unapreparacióndadaquedaen un estadointermediode modificación.
Ello da cuentadel primer escalónen la curva de activación. Si se prosiguela modificación por el
DTNB, el conjunto de moléculascontinúaoxidándoseen el resto de sus gruposSH, hastaque,
finalmente,no quedaningunacisteinapor modificar. En estasegundaetapaes cuandose alcanzala
disociación total de la preparación.Asimismo, en esta segundaetapa se cuandose produce la
liberacióntotal de la actividad ribonucleolíticapotencialdel complejo.

Cabe preguntarsecuántosgrupos SE han de verse modificadosparaque se produzcala
activación sin disociación,y cuántospara que el complejose disocie. Paradar respuestaa esta
pregunta, hemos analizado los efectos de la oxidación por el DTNB desdeun punto de vista
cuantitativo,considerandotanto los datosde activacióncomo los de disociación.

Como punto de partida hemos consideradoque la modificación de los 30 grupos SU del
complejo se produce completamenteal azar. No es ésta una idea muy alejadade la realidad.
Resultadosobtenidosconel IR libre (Fominaya,comunicaciónpersonal)ponende manifiestoquesu
reaccióncon el DTNB no conduceapatronesdemodificación repetitivosen los péptidosresultantes
de hidrólisis limitada.Se diría queno hayen el IR cisteinascon reactividadesmuy diferenciadas,que
sean las responsablesde su modificación preferencialy de suregulación.

Dentrode esteesquemade modificación al azar la probabilidadde encontraruna molécula
de complejo (o de IR libre) con m de sus 30 gruposSR modificadosdependeráde la cantidadde
agentemodificador añadido. Así, si la cantidadde DTNB añadida, de una sola vez o en pasos
sucesivos,a unapreparaciónde complejoda cuentade la modificación del 30 % de los gruposSE
en ella contenidos,sepuedecalcularque la probabilidadde encontrarunamoléculade complejocon,
por ejemplo, 10 gruposSU modificadosy los 20 restantessin modificar será:

El primer factor da cuentade la probabilidadde quesemodifiquen 10 SH a la vez, cuando
cada uno tiene una probabilidad de 0.3 de ser modificado; el segundofactor da cuenta de la
probabilidadde queno se modifiquen20 SR, cuandola probabilidadindividual de queesoocurraes
de 0.7 (1-0.3>; y el tercer factortomaenconsideraciónlas diferentesposibilidadesdeencontraruna
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molécula con 30 Sl-!, ínodificadaen diezde ellos (coínbinacionesde 30 elementostoínadosde loen
1(1).

Con caráctergeneral, la probabilidadP(ín) de encontrarunamoléculade complejo (o de IR
libre> con ¡u de sus 30 grupos51-1 modificadosvendrádadapor la siguienteexpresíon:

POn) — rm U — r)<30>w¡ .(3O) 1131

donde r es el grado de modificación global, calculado multiplicando por dos (2 SH
modificadospor moléculade DTNB) la relaciónDTNB/coínplejo que se va acumulandotras cada
adición de DTNB.

Mediantetal expresiónes posiblecalcular,paracadarelaciónacumuladaDTNB/complejola
distribución de moléculascon diferentesestadosde oxidación. Esto es lo que se representaen la
figura 33, dondese observaque, a medidaque aumentael gradode oxidación total de la muestra,
la poblacionde complejototal sedistribuyesegúndiferentescampanasde Gausquevan desplazando
su máximo, o gradode modificación promedio,hacia valoressuperiores.El punto final se alcanza
cuandoel 100 % de las moléculastienen todos susgruposoxidados.

Llegadoa estepunto, esposiblebuscarrespuestaa la preguntaplanteadasobreel númerode
SIl que requierenseroxidadosparaactivar el complejo, y el que se precisaparasu disociación.
Llaínaínosa a los primerosy d a los segundos.Obviamente,a<d, yaque la disociaciónesposterior
a la activación.

Aquellas moléculasque tenganhasta a-I grupos SH modificadosse comportaráncomo
complejo inactivo, sin expresaractividadribonucleolíticaalguna.Todaslas que tenganun númerode
grupos511 modificadosentrea y d-1 secomportaráncomocomplejoactivo,expresandouna fracción
f de la actividadribonucleolíticaen él contenida.Finalmente,las moléculasmodificadasen d o más
de sus grupos 51-1 se habrán disociado,y, en consecuencia,expresaráncompletamentetoda su
actividadribonucleolítica.

En términos porcentuales,la actividad ribonucleolítica liberada o grado de activación se
obtendrásuínandola contribuciónde la fraccióndemoléculasdecomplejoactivo más la contribución
de las de complejodisociado.Es decir,

4—1 30

%Actívación = Y p On) - f + P (ml [141
m=a

dondeP(m) vienedadopor la expresión[131.

Por su parte,el gradodedisociaciónvendrádadosimplementepor la fracciónde moléculas
con d o más de sus gruposSR modificados.Es decir,

<1—1 30

%Actívacién = Y p (ml f + P (in) [15]
nt-a rn-d

Las dos expresionesanteriorespermitengenerarcurvasteóricasde activacióny disociación
como función de los parámetrosa d y ti Se trata de buscarqué valores de estos parámetros
proporcionancurvasteóricasajustadasa las experimentales.En la figura 34 se representanjunto a
los valoresexperimentales,las curvasteóricasque mejor se ajustan,y queson las quese obtienen
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Figura33.Representaciónde la distribuciónde la poblaciónmoléculas,en términosde número
de grupos SIl modificados, de una preparaciónde complejo IR-RNasaA tras tratamiento
oxidantecon DTNB. y su evolución conformeaumentael gradode modificación global de la
disolución. El cálculo se hizo considerandounadistribución estadísticade las moléculasde
DTNB añadidoentre la población total de grupos SH presentasen la disolución. Es decir,
considerandouna misma reactividad para todos los sulfhidrilos. Cada una de las curvas
correspondea la distribución de la poblaciónde moléculasde complejocorrespondientea un
deteríninadogradode modificación global (r).
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Figura34. En estafigura serepresentanlos valoresde porcentajede activaciónde RNasay de
disociacióndel complejocomoconsecuenciadel tratamientoprogresivocon DTNB (mostrados
previamenteen las figuras28 y 32, respectivamente),juntocon los ajustesteóricosbasadosen
una distribución estadísticadel DTNB entre toda la población de SH de la disolución de
complejo(igual reactividadparatodoslos sulfhidrilos). Paraello, se aplicó la expresión[13],
tomandoa=5, d=15 y 1=0.15.
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paraa=5,d=15 y 1=0.15. Como se puedecomprohar,el ajusteesbuenoenelprimer tramo, donde
sdo se da el complejo activo, pero no así para porcentajessuperioresde ínodificación, donde,
obviamente,el modelopropuestono da cuentade los resultadosexperiínentales.La disparidadentre
las curvasteóricasy las experimentalesno es una consecuenciade los valores asignadosa ~,~y 1.
Ninguna otra combinaciónde valores se ajusta ¡nejor que la presentada.Más aún, variaciones
pequeñasen talesvaloresse traducenen discrepanciasinaceptablesa lo largode todala ínodificación.
En la figura 35 se recogentambién algunascurvasteóricasgeneradascon pequeñas¡nodificaciones
en a d o 1..

Hay queconcluir queel ¡nodelode modificación al azarpuedeserválido paradarcuentadel
comportamientoobservadoconporcentajespequeñosde modificación.Cuandoéstosse incrementan,
el incí-cínento concomitanteen el grado de activación y/o disociación es menor de lo previsto
teóricamente.Se podría pensarque para altas relacionesglobales DTNB/complejo el grado de
modificacion experimentadopor los SU de la preparaciónes menor del calculadoteóricamente.

Sinembargo,tal líneadeargumentaciónno resultaválida, ya que,trascadaadiciónde DTNB
se constataexperimentalmentequeéste ha producidosu efectoínodificanteesperado(evaluaciónde
grupos SI-] remanentes).Una explicación alternativaes que el consumode DTNB se produzcade
forma preferentepor partede aquellasmoléculasde IR que, por haberacumuladoun grado altode
modificación, ya se han disociado del coínplejo. La susceptibilidadde tales moléculasa resultar
adicionalmente¡nodificadasno se traduciríani en mayor liberaciónde actividad ribonucleolítica,ni
en ínayor disociación.En consecuencia,tales moléculasdisociadasse conviertenen sumiderode
DTNB. Deestaforma, unapartedel DTNB añadidosesustraedelDTNB disponibleparaincrementar
el grado de oxidación del resto de moléculasde complejo.

Estaposibilidad no resultaen absolutosorprendente,si tenemosen cuentalos resultados
aportadosrecientementesobre los estudiosde modificación con DTNB llevados a cabo con la
moleculade IR libre (Fominayay Rofsteenge,1993). Segúndichosestudios,la modificacionde la
moléculade IR sigueun mecanismo“todo o nada” queimplica que, unavez modificadosun número
muy pequeñode gruposSU de una molécula concreta,el resto de los pertenecientesa la misma
¡noléculavana reaccionardeforma preferentesobrelosdemássulfhidrilos se las moléculasqueaún
no han sido modificadas en ninguno. Por tanto, la adición de cantidades limitadas (no en exceso) de
DTNB a una preparaciónde IR libre, no se traduceen la obtenciónde moléculasparcialmente
modificadas, sino en una población con todos sus SH oxidados, y en otra con todos ellos sin
¡nodificar.

En consecuenciacon todo lo anterior, es asumibleque cuandomodificamoscomplejo IR-
RNasa A con DTNB, en el momento en que aparece una molécula de IR libre, la distribución del
DTNB del medio ya no es aleatoria,sino queva a ser captadode formapreferentepor esamolécula
de IR libre; dicha molécula continuará con la modificación de sus restantes grupos SU según el
mecanismo“todo o nada”. Unavez que todo el IR libre haya sido completamentemodificado, el
DTNBrestante que quede en el medio si va a distribuirse de un modo aleatorio entre las moléculas
de complejo. Esecomportamientopodríaexplicar porquéel modelo de regulaciónplanteadoen un
principio no se ajustaa la realidada partir del puntoen el quecomienzaa aparecerdisociación: ya
no podemosconsiderarigual reactividadparatodoslos gruposSR del medio.

Al tomar en consideración este peculiarefectosumiderode DTNB quepresentael IR libre,
la distribución de moléculas con diferente grado de modificación ya no seguiráel comportamiento
completamentealeatorioquese ilustraen la figura 33. No obstante,sepuedellevar a caboun cálculo
numérico de las nuevasdistribucionesde gruposoxidadosque sevan alcanzandoconformeprogresa
la modificaciónen pasosdiscretospor el DTNB. Paraello, igualmentea comosehizoparael modelo
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aleatorio. se emplea la expresión 1131. si bien, en este caso. el cálculo se realiza como se expone a
continuacion.

En primer lugar, se calcula cúal es el porcentaje míniíno de modificación por el DTNBque
da cuenta de la aparición incipiente de IR libre. Por supuesto, para este cálculo se debe conocer cúal
es el valor del parámetro d definido en párrafos anteriores. En primeraaproximación,se ha tomado
como válido el valor de 15, deducido con el ¡nodelo de modificación coínpletamente aleatoria.

Establecido lo anterior, se supone una preparación de complejo que se vaya modificando
mediante pasos sucesivos de adición de DTNB. Se considera, además, que el DTNBañadido en cada

paso da cuenta de una modificación del 5 % del total de SI-! presentes en le muestra En estas
condiciones se puede calcular mediante la expresión 113> que, sólo cuando se alcanza un grado de
modificacion acumulado del 25 % (5 adiciones de DTNB) aparece en forma incipiente, aunque
significativa, complejo disociado. Así, para r=0.25, la expresión 1131 informa que el 0.25 % de las
moléculas tendrán 15 SU modificados y el 0.1 % tendrán 16 SIl modificados. La probabilidad de
encontrar moléculas con más SH ¡nodificados es despreciable (<0.02 %).

Por tanto, la siguiente adición de DTNB (6~ adición), para alcanzar una modificación
acumulada del 30 %, se encontrará con una mezcla de moléculas en la que el 0.3 % de ellas estarán
disociadas. El efecto sumidero de DTNBque presenta el IR libre se traduceen queese0.3 % llegará
a modificarse completamente, dejando DTNBdisponible para que el 99.7 %de moléculas restante
ya no alcance el 30 %de modificación global, sino sólo el 29.79 %(0.2979 x 0.997 + 1.0 x 0.003
= 0.30).

Con este nuevo porcentaje de modificación (r =0.2979) se calcula mediante la expresión 113]
la porporción de ¡noléculas que resulta modificada en 15 o más de sus grupos 511 (1.0 % - 15 SH;
0.4 % - 16 SIl; 0.1 % - 17 51-1). Éstas serán las que en la siguiente adición (séptima adición para
alca¡izar una modificación global del 35 %) ejercerán el efecto sumidero,por el cual la modificación
que realmente alcanzan las moléculas no disociadas ya no será del 35 %sino del 33.81

7v.

Este último porcentaje de modificación se emplea para el siguiente cálculo, y así
sucesivamente. Se comprueba entonces que paulatinamente se van alcanzando porcentajes de
modificación en la población de moléculas no disociadas que son, en todo caso, inferiores a los
porcentajes de modificación global de la preparacióndel complejo.En la TablaVI serecogenambos
porcentajes conforme progresa la modificación, hasta que todos los Sil resultanoxidados.

Son los porcentajes de modificación del complejo no disociado los que realmentedancuenta
de liberación de actividad ribonucleolítica, o de increínento en el grado de disociación del complejo.
La modificación de las moléculas de IR libre, aún cuando contribuye a incrementarel grado de
¡nodificación global, no redunda en activación o disociación, que es lo que se mide
experimentalmente.

Por consiguiente,la Tabla VI pone claramentede manifiestocómo a partir del 25 % de
oxidación, la modificacióndesencadenantede activacióno disociaciónprogresamás lentamenteque
la global.

La figura 36 es la contrapartidaa la figura 33. Mientras en éstaúltima se considerabauna
distribución completamente aleatoria de la modificación, en la que ahora se representa se ha tomado
en consideracionel efecto sumiderode DTNB ejercidopor el IR libre. Quedaclaramenteilustrado
que, conformeprogresala modificación, va disminuyendoel porcentajede moléculascon hasta14
grupos SR oxidados, a la vez que aumenta la proporción de ellas con todos sus grupos tiol oxidados.
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Figura36. Distribución de la poblaciónde moléculasde complejo IR-RNasa,en función del
númerodegruposSil modificados,conformeprogresala oxidaciónpor DTNB, y considerando
un ¡necanismode modificaciónsiguiendoel modelo ‘todo o nada”para las moléculasde IR que
se disocian de la RNasa. Cada una de las curvas dibujada corresponde a la distribución prevista
paraun gradode modificación global (r) concreto(desde0 hasta1).
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[DTNI3jJ/[Compl.]
Global

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 6.0 7.0 ¡0 ¡2

39.4

1,96

28.6

0.49

6.3

0.3m

¡5.8

0.39

30.2

0.45

30.2

0.41

23.5

0.32

20,2

0,29

28.9

0.41

44.1

0.50

45.3

O.¡0

73.2

0.17

657.7

0.04

320.0

0.0

‘lamama VI. ¡jo esta tabla se recogen los valores de las consiantes cinéticas k y k, de las dos etapas por las que transcurre la oxidación de
¡os grupos Sil del complejo IR-RNasa A por DTNB (reacciones ¡¡II y ¡¡21. respectivanlenle). en función de ma relación gmobal

1 l)I’Nlfl/~complejol alcanzada en la mezcla de reacción.

En sumna, el efecto sumiderose traducirá, segúnel modelo propuesto,en queen el medio no se
detectaránmoléculasde IR libre con estadosintermediosde oxidación que supusierande 15 a 29
grupos SM modificados.

La validaciónde estemodelo de oxidación del complejo requierecomprobar,en primer lugar, si da
cuentade las curvasexperimentalesde activacióny disociación;en segundolugar, se hacenecesario
constatarexperimentalmentelos gradosde modificación quepresentanlas moléculasde complejoe
IR libre en preparacionessometidasa oxidaciónparcial por el DTNB (0.25 < r < 1.0).

En la figura 37 se representanlos datosexperimentalesde activacióny disociaciónobservadosa lo
largode la modificacióncon el DTNB, junto con las correspondientescurvasteóricasgeneradascon
a=5,d=15, f=0. 15 y considerandoel efecto sumideromencionado.Como sepuedecomprobar,el
modelo propuestoda muy buenacuentade los resultadosexperimentales.

En cuantoa la segundade las pruebasde validación mencionadas,se ha hechouso de la capacidad
queofrecela cromatografíade intercambioaniónicoparasepararal complejoIR-RNasadel IR libre.
Así, preparacionesde complejo parcialmente modificadas por el DINB <relación global
DTNB/cotnplejo de 7.5, r=0.5) se sometieron a cromatografía en DEAE-TSK 5PW; el eluido se
fraccionóy se determinóen cadafracciónel contenidoproteico asícomo en grupostiol reducidos.
Los resultadosdeesteexperimentosemuestranen la figura38. A efectoscomparativos,en la misma
figura se ¡nuestranlos perfiles de elución de complejo e IR libre sin modificar, sometidosa las
mistuascondicionescromatográfmcas.

Lo primnero que se aprecia es que la anchura de los picos de elución de complejo e IR libre cuando
éstosseencuentranparcialmentemodificados,esmayorquecuandoéstosseaplicanenestadonativo,
stn muodificar. Incluso, en el pico del complejo parcialmentemodificado se puede observarla
presenciade un hombro.Estoshechosson indicativosde la existenciade poblacionesdispersas,con
unaconcomitantedispersiónen su interaccióncon el DEAE. Tal dispersiónha deser el resultadode
diferenciasen el estadoconformacionalo exposiciónde residuoscargados.Enel casodel complejo,
esto es atribuible a la presenciade especiesmolecularescon diferentegradode modificación. Enel
casodel IR, su pico, aúnsiendomás estrecho,siguesiendoancho,probablementecomoconsecuencia
de queenél estárepresentadaunadistribución más o menosestadísticade moléculascon diferentes
apareamientosd isulfliro.
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Figura37. Representaciónde los valoresexperimentalesdeporcentajedeactivaciónde RNasa
(puntosnegros)y dedisociacióndel complejoIR-RNasaA (puntosblancos)comoconsecuencia
del tratamientoprogresivocon DTNB, enfuncióndela relación[DTNBI/[compíejo]globalmente
alcanzadaen la disolución. Las curvasdibujadascorrespondena la representaciónde los valores
teóricosque tomaríanlos parámetrosanteriores(% activaciónRNasa,en líneacontinua, y %
disociacióndel complejo,en líneadiscontínua)considerandoparael IR disociadoun mecanismo
de modificaión por DTNB segúnel modelo “todo o nada”, y haciendoa=~5, d=15 y f=0. 15.
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Figura 38. Cromatografíasde intercambio aniónico en une columna DEAE-TSK 5PW
{Beckman), empleandolas condicionesque se describenen “Parte Experimental”. (A) Prefil
cromatográficotípico cuandose aplica una alícuotade IR libre. (B) Perfil cromatográfico
obtenidoparaunaalícuotadecomplejo IR-RNasaA nativo. (C) En líneacontfnuaserepresenta
el perfil cromatográficode unapreparaciónde complejoIR-RNasaA sometidoaun procesode
oxidación progresiva con DTNB, hasta alcanzar una relación [DTNB]/[complejo]total
acumulada de 7.5 (oxidación del 50 % de los grupos SU de la disolución de complejo). En
barras ralladasse representael número promedio de grupos 514 oxidadospor moléculade
complejo o IR en cada una de las fracciones de 0.5 ml recogidas.
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En cualquier caso, aún tratándose de picos anchos, se alcanza una buena resolución entre ellos. Por
consiguiente, la evaluacióndel contenido en grupos tiol reducidosen las diferentes fracciones
obtenidas,nos ha permitidocalcular el valor promediopor molécula(o de complejo o de IR) a lo
largo del eluido. Esto es lo que se representaen el diagramade barrasen la misma figura. Dos
hechosson notorios como resultasde estas evaluaciones.En el complejo se detectanestadosde
oxidaciónvariables,quevan aumentandoa lo anchodel pico. En su valor más alto, la oxidación sólo
afectaa 15 grupostiol de los 30 de la molécula.Por el contrario,a lo anchodel pico deelucióndel
IR disociado, el estado de oxidación se mantiene constante en torno a 29 grupos SU oxidados.
Teniendo en cuentael error experimentalen estas determinaciones,se puede asumir que estos
resultadosapuntanaquetodala poblaciónde IR disociadose encuentracuantitativamenteoxidadaal
comnpleto. En consecuencia. se confirma la validez del ¡necanismo “todo o nada” para la modificación
por el DTNB del IR libre, y con ello, el papelsumiderode DTNB asignadoal IR libre.

Por su parte, la presencia de moléculas de complejo con hasta 15 grupos Sil oxidados
concuerdarelativamentebiencon los resultadosmostrados.Segúnéstos,la disociacióndel complejo
se producecuando15 de sus grupos tiol resultanoxidados. En consecuencia,cabríaesperarqueel
máximo grado de oxidacióncompatiblecon el mantenimientodel complejoasociado,frieseel de 14
grupostiol oxidados,y no 15. Sin embargo,las curvasteóricasde asociacióny disociaciónque se
obtienencuandose haced=16. se alejanconsiderablementedel comportamientoexperimentalmente
muedible (figura 39). Por tanto, es inmediatoconsiderarque la discrepanciamencionadaseafruto del
error experimental, bien en la determinaciónde los SIl remanentes,bien como consecuenciadel
solapamientoentrelos anchospicos decomplejo e IR.

Como resumen,sepuedeconsiderarprobadoque la oxidación de 5 o más gruposSH en el
complejo IR-RNasaconducea su activación,sin queello supongadisociación,mientrasno se afecten
más de 15 residuos. Si esto ocurre, el complejo se disocia,y el IR liberadosevuelveextremadamente
sensiblea sufrir oxidaciónadicionalhastaquedarcompletamentemodificado es sus SIl.

4.7.4 Estudios cinéticossobrela reactividad del complejo IR-RNasa A hacia el DTNB

El mecanismo de oxidación propuesto para el complejo IR-RNasa A supone una reactividad
frente al DTNB similarparatodaslos gruposSU del IR, entantoencuantoéstepermanezcaasociado
a la RNasa A. La similar reactividad ha de traducirse en que las cinéticas de modificación por el
DTNB (curvas de A412 vs tiempo> deben mantenerseconstanteshastatanto no se produzcala
disociacióndelcomplejo. Un examencuidadosodetalescurvasde A412 frenteal tiempoparacadauno
de los pasosde oxidación con cantidadessubestequiométricasde DTNB (figura 40). revela que,
efectivamente,no se producengrandesdiferenciasentreellas,si bienno soncoincidentes.Estafalta
de coincidencianos llevó a cuantificar las constantescinéticaspromedioquegobernabanla reacción
con el DTNB en cadaetapade modificación.

Como ya se ha comentado,la reaccióndel DTNB con el complejo IR-RNasaA, transcurre
en dos etapas:

La aparicióndecadaunade lasdos moléculasdeTNB (TNBm y TNB2) vendrágobernadapor
su correspondienteecuacióncinética,en funciónde las respectivasconstantesdevelocidad,km y k2.
Dada la ausenciade agregadospor puentesdisulfuro en nuestrascondicionesde reacción, las
ecuacionescinéticas,en términos diferenciales,son las siguientes:
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Figura39. Ajuste de los valoresexperimentalesde porcentajede activaciónde RNasa(puntos
negros) y de porcentajede disociación del complejo (puntos blancos) provocadospor la
oxidaciónprogresivaconDTNB, en funciónde la relaciónglobal [DTNB]/[complejo] alcanzada

al modelo teórico que consideraun mecanismo“todo o nada” para la oxidación del IR
disociado,haciendoa=5, d=16 y f=0. 15.
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Figura40. Curvasqueregistranla evoluciónde la A412 en funcióndel tiempoparacadaunade
las etapas de incubación del complejo IR-RNasa A con cantidades subestequiométricas de
DTNB, y que recogenla liberación de TNB. En cadauna de las gráficasse indica el valor
acumulado de la relación [OTNBJ/[complejoj en cada paso de modificación.
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d[TNB1j ~k1 ICOMPLEJO] EDTNBJ ííé¡
dtz

d [TNB2

]

dli 2 [COMPLEJO-S-S-TNB] [17]
d [COMPLEJO-S--S--TNB] - k [COMPLEJO] [~4~] - . [COMPLEJo-s-s-TNB] [181

dli

La integraciónde las dos primeras ecuacionesnos permite conocer, de forína teórica, la
apariciónconel tiempode TNE1 y TNHJ, respectivamente.La integraciónde la primeraes inmediata.
Por el contrario, la integraciónde la segundarequiere la previa integraciónde la tercera.Tras el
emupleo de algunasaproximacionesque no afectande forma significativa a los resultadosfinales,
llegamosa las siguientesexpresiones:

LTNB1] (ti) = At~ [e ¡mk,t> —1

]

Me t,ak1t> —B [19j

.1<2 -B[TNB2I (ti) B — e<kst>] — <B/A) u-~ A~e ¡mk,t> e t-k~t¡[A - E] [20]

Donde A = [COMPLEJO]. númerode SU = [SizILomí
E = [DTNB]0,o concentraciónde DTNB a tiempo O.
m = A-E

Experimentalmenteno conocemoslos valoresde [TNB1] y de [TNEj. Las medidasde A4~2
vs tiempodan cuentade la cinéticatotal de liberaciónde TNB al medio. Integrandolas dos primeras
ecuacionesse dispondráde sendas ecuacionesalgebraicasque han de proporcionarcómo van
apareciendoen el medio de reacción.Por tanto, la ecuacióngeneralque describeel aumentode A412
con el tiempo será:

A412 = 13600 ( [‘p~’JB] <ti) + LTNB2] W [21]

donde 13600 M-
m cmm es el coeficientede extinciónmolar del TNB. En todos los casosse

emupícóun pasoóptico de 1 cm. Un ajustepor mínimos cuadradosde los datosexperimentales(A
4~2

VS tiemupo), a la expresióngeneralque surgede sustituir las ecuaciones[19] y [20] en la expresión
anterior,permiteevaluar los valoresque tomanlos parámetrosk, y k2 encadaetapadeoxidación del
comuplejo IR-RNasaA por el DTNB.

En la tabla VI se recogen los valores obtenidos para ambas constantes de velocidad a lo
largo de laoxidaciónpor el DTNB. Comose puedeobservar,en la zonaen la queaúnno seproduce
disociacióndel complejo(hastaunarelaciónmolarDTNB/complejoalrededorde 4.5), los valoresde
k, y de 1<2 no experimentanvariacionesimportantes;semantienenen el mismo ordende magnituda
¡nedidaque progresala oxidación.A partir de esepunto, y coincidiendoconel momentoen el que
de forma significativa comienza a aparecer complejo disociado, los valores de k1 sufren un importante
incremento,a la vez que k2 disminuyeen dosórdenesde magnitud.De nuevo,quedaperfectamente
definidoun comportamientomuy diferenteentreambaszonasde lacurvademodificación(figura 41).
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Figura 41. Representación de ma evomución que experimentan los valores de las constantes cinéticas k~ y k=que gobiernan.
respectivamente. la primera y la segunda de las etapas deque consta la reacción del complejo IR-RNasa A con el DThE, conforma
aunicnta la relación global acumulada [DTNBI/lconipleiol. En círculos. mos valores de 1<,, yen triángulos, la evolución de 1<2.

En el primerode los tramos, las variacionesobservadasson muy pequeñas.Sin embargo,si
se analizanestosvaloresajustadosenfunciónde la relaciónmolarglobal DTNB/complejo,sepueden
apreciardostránsitosquesignificativamentedecorrelacionancon gradosdemodificaciónclavesdesde
el puntode vista del modelopropuesto:

a) El primerode ellos selocaliza a unarelaciónDTNB/complejode 1.5-2.0; esdecir, en el
punto en el que se hanmodificado3-4 residuosde cisteinapor moléculade complejocomo
promedio.Estees el valor límite que,como yavimos, determinabala apariciónde complejo
activo. En este intervalo se observaun descensoen los valores de 1<, y de kQ. Tras ésta
disminucióncomienzana recuperarselos valoresiniciales.

b) El segundode los cambiossehalla situado a una relaciónDTNB/complejo de 3.54.5,
intervalo umbral paraa el comienzo de la disociación del complejo. En esta zona, tanto los
valores de k, como los de k2 experimentan un nuevo descenso, para, a continuación,
evolucionarcambiandodrásticamente(segundotramo).

La cuantificaciónde k~ y k2 llevada a cabo, en modo alguno es el reflejo de valores
particulares de estas constantes atribuibles a residuos concretos que se van modificando
secuencialmente. Por el contrario, la evolución de estas constantes es el reflejo de cambios
significativos en la reactividad global del complejo. En efecto, si la paulatina modificación del
complejono afectaraa la reactividaddesus 514. no habríaqueesperartránsitoalguno. Porsu parte,
silos grupostiol del complejosefuesenoxidandosegúnsudiferentereactividadhaciael DTNB, sería
de esperarquesemodificasenprimero los más reactivosy, posteriormente,los de menorreactividad.
En consecuencia,los valores ajustadosdeberíanser cada vez menoresconforme progresala
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ínodificación. El hecho de que no se observeninguno de estos comuportamientos.sólo puede ser
explicadoadmitiendola existenciade camubiosconforínacionalesquealteranel entornoaaccesibilidad
de los SH. Con ello se explican los incrementosde reactividaddetectados.Dado que son los tioles
de la subunidad IR los únicos que sufren la acción del DTNBsobre el comuplejo, se puede deducir
la existenciade cambioscontorínacionalesen tal subunidad.

La existencia de estos cambios de reactividad no invalida, sin emubargo, el ¡nodelo de
modificacion aleatoria propuesto para el complejo no disociado. Son, ciertamente, cambios pequeños
que no afectan de forma significativa a la distribución estadística del marcaje. De hecho, se ha
comprobado(datosno mostrados)queseríannecesarioscambiosde, almenos,un ordende magnitud
en los valores de k~ para que ello tuviera un reflejo apreciable en las curvas teóricas de activación.

En cuantoal segundotramno de la curvade oxidación con DTNB (figura 16), se apreciaun
diferentecomportamientoparalas constantescinéticas1<, y k2. El fuerte incrementoqueexperimenta
k pareceestar relacionadola mnayor susceptibilidada la muodificación que presentael IR libre en
comparaciónconel complejo. Por su parte,k2 sufreunacaídaen susvalores.Estadisminuciónpuede
ser laconsecuenciade la desnaturalizacióno desplegamientodel IR unavez disociado,En efecto,1<,
da cuenta de la etapa deformación de disulfuros intracatenarios. La mayor flexibilidad conformacional
del IR disociadopuedehacerque se encuentrecinéticamentedesfavorecidala aproximaciónde un
nuevogrupo SIl al disulfuro muixto -S-S-TNB.

Con el fin de aportarevidenciaexperimentalsobrelos cambiosconformacionalescomentados,
se procedióa su cuantificaciónmedianteel estudiopor dicroisíno circularde las mezclasde reacción,
tras los diferentespasosde oxidación.

4.7.5 EstudiosmedianteCD de la oxidacióndel completo IR-RNasaporel DTNB

Una vez concluidala reaccióndel comuplejoconel DTNB añadidoencadapaso,unaalícuota
de la muezcía era dializada mediante cromatografía de filtración en gel, en una columna de sephadex
6-25, con objeto de eliminar el TNB liberado, que podría afectar a los resultados espectrocópicos.

Los espectrosde DC fueron registradosen el intervalo de 200-250nm (figura 30). El
posterioranálisis de los espectrosobtenidosse realizó medianteel programa“Convex Constraint
Algorithm” (Pasmana al., 1993). De estemodo calculamoslas proporcionesde a-hélice,láminafi,
giros fi y estructuraaperiódicaque conforman el complejo IR-RNasa A, conforme avanzasu
modificación con DTNB. Los resultadosobtenidospara grados de modificación del complejo
comupatíbles con su estado asociado(relación molar global DTNB/complejo entre O y 5), se
representan en la figura 42. En la misma figura se representan los valores de k~ y 1<2 de la tabla VII,
con el fin de poderestablecercomparacionesentrela evolución de los tres parámetros.

Los datos obtenidosmedianteestos estudioscorroboran las conclusionesderivadasen el
apartado anterior. En efecto, los tránsitos detectados en la evolución de las constantes de velocidad
k~ y k2, se correlacionanconcambiossignificativos en la estructurasecundariadel complejo. En el
comienzode la modificación del complejocon DTNB, se observauna ligera desorganizaciónde la
proteína, que se traduce en la disminución de la proporción de a-hélice y de giros 13, mientras
aumentala estructuraaperiódica.En torno a una relaciónmolar DTNB/complejode 2, aparecela
primneratransiciónen los valoresde k1 y dek2, relacionadaconun cambioconformacionalporel cual
la proteína se reorganiza, aumentando su contenido en a-hélice, al tiempo que disminuye ligeramente
la estructura en lámina 8, y fuertemente la aperiódica.
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Figura 42. Espectros de dicroísmo circular en la región del uy lejano. de distintas alícuotas de complejo lR-RNasa A sometidas
a diferentes grados de oxidación por DTNB. En concreto, en línea continua se dibuja el espectro correspondiente al complejo en
estado nativo ([DTNBlflcomplejo] =0>; en línea diseontínna, el espectro de complejo sometido a un grado de oxidación (r) de 0.133

(ll)TNBI/lcomplejol =2>; en línea de puntos y rayas, el espectro de una alícuota de cosuplejo con un grado de modificación de 0.233
(lI)TNBI/lcomplejol=3.5>, y, por último, en línea de puntos, el espectro de complejo con un grado de modificación de 0.333
(IIYrNBI/lcomplejol = 5). listos grados de oxidación corresponden a puntos estratégicos en la curva de oxidación del complejo por
[YrNLl. Cuando la relación molar [DTNBI/[coniplejol es de 2, nos encontramos con el primero de los cambios conformacionales;
el que detern,ina el comienzo de la formación de complejo activo. Cuando la relación toma el valor de 3.5, la proteína se encuentra
cuantitativamente en forma de complejo activo. Con una relación deS, se desencadena el segundo de los cambios conformacionales

que delerosina la disociación del complejo en IR inactivo y RNasa A libres.

Alrededor de una relación molar DTNB/complejo de 4.5-5, se producía la segunda de las
transicionesen los valoresde k1 y k2. En ese puntohemos comprobadola existenciade un nuevo
camubioconformacional,que se traduceen unadisminuciónenel componentede a-hélice,al tiempo
que aumentanlas estructurasen giros 11 y aperiódica.En esemomento,comoya vimos, se produce
la disociación del complejo en IR y RNasa A libres. El IR continúa su oxidación según el mecanismo
‘todo o nada”, lo que implica que, en la mezcla de reacción, sólo vamos a encontrar complejo activo
en cantidaddecrecientea medidaqueaumentala proporciónde IR totalmenteoxidado.La presencia
en el medio de tresespeciesmolecularesdistintas (complejo, IR y RNasa)hacequeel análisisde los
correspondientesespectrosCD se complique,una vez quese producela disociación,por lo queno
seha proseguido,a partir de esepunto, con un estudiosimilar. En cualquiercaso,los espectrosCD
obtenidos van desplazándose paulatinamente hacia menores longitudes de onda, indicando un
progresivoincrementoen estructurassecundariasno ordenadas(desnaturalizacióndel IR disociado).
En todo momento, sin embargo, se mantienencontribucionesdicroicas a longitudes de onda
correspondientesa giros fi. Ello tiene su justificación en el elevado número de puentesdisulfuro
internosquese han formado. La moléculadel IR, aunquedesorganizada,seencontraráfuertemente
compactada.
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Figura43. Variacionesde parámetrosestructuralesy cinéticosen la moléculade
complejo IR-RNasa A sometida a oxidación progresivacon DTNB, conforme
aumenta la relación [DTNB]/[complejo], hasta alcanzar un valor de 10 (antes del
comienzode la disociacióndel complejo). (A) Contenidoen a-hélice,lámina fi,
giros 13 y ordenación aperiódicade preparacionesde complejo sometidas a
oxidación progresiva con DTNB. Evolución de dichos parámetros conforme
incrementala relación[DTNB]/[complejo],hastaalcanzaréstaun valor de 10.
(B) Evolución de las constantescinéticask, y k2, que determinanlas dosetapas

por las que transcurrela reaccióndel complejo IR-RNasaA con el DTNB.
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4.7.6 Reversibilidad de la oxidación ~or DTNB

Los estudiosreflejados hastaahorahan permitido evidenciarcómo el complejo IR-RNasa
puede experimentar, por reaccionesde intercambio tiol-disulfuro con el DTNB, un procesode
activaciónribonucleolíticasin disociación; y ello, mediadoa travésde cambiosconformacionales,
probabícínentede la subunidadIR.

Por el momento,talesresultadoscasanbien con la hipótesissobreel control reversiblede la
actividad ribonucleolítica presenteen el complejo enzimático IR-RNasa. Así, por modificación
covalentede lasubunidadIR, ésta puederegular positivamente(activación)a lasubunidadcatalítica,
la RNasa.

Para comprobar la reversibilidad de este control, es preciso estudiar si en condiciones
reductoras(p. ej.: DVI’ en el medio), opuestasa las condicionesoxidanteshastaahoraempleadas,
el complejo activado recupera su estado inactivo; es decir, si la subunidad IR es capaz de regular
negativamente(inhibición) la actividadenzimáticadel complejoactivo.

Con tal finalidad, preparacionesde complejotratadascon diferentesrelacionesmolaresde
DTNBse sometieron,inmediatamentedespuésdeterminarlaoxidaciónpor el disulfuro (A452 constante
en el tiempo> a la acción del DTT. En la Tabla VIII se resumen los datos obtenidos al aplicar
tratamientosreductorescon DTT sobredos preparacionesde complejo con diferente grado de
oxidación parcial, y, por tanto,con diferenteporcentajede activacióny de disociación.

La inhibición de toda la actividad ribonucleolíticaliberadapor el DTNB sólo de consigue
cuando la oxidación previa es lo suficientementesuave como para no provocar disociación del
complejo.Es decir,en términosde actividad, la reversiónqueejerceel DVI’ sólo afectaa la fracción
de moléculasque se encuentraen forma de complejo activo; las moléculasde IR disociadasno
recuperansu actividadinhibidoratrasel tratamientoreductor.Pareceobvioquesu modificacióntodo
o nadalas desnaturalizairreversiblemente.

% Actividad

[DTNB]/[complejo] 7o Oxidación % Disociación AntesDVI’ DespuésDVI’

2.5 17 - 14.5

14 82 76 80 74

Tabla viii. En esta tabla se recogen los resultados obtenidos en los estudios de reducción con ~rr realizados
sobre preparaciones de complejo IR-RNasa A tratados previamente con diferentes concentraciones de DTNB, de

Iorn,a que al complejo alcance diferentes grados de oxidación.
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4.8 OXIDACIÓN DEL COMPLEJO IR-RNasa POR DISULFUROS BIOLÓGICOS

De lo expuestohastaeste moínento,quedaclaro queen el complejoentreel IR y la RNasa
se dan los requisitosnecesariosparasu regulación reversiblepor reaccionesde intercambiotiol-
disulfuro. La extrapolaciónde estos resultadosa la situación in vivo, con lo que ello suponede
regulaciónreversiblede laactividad ribonucleolíticapor el estadorédoxcelular,sólo esposiblesi los
resultadosobtenidoscon el DTNB se puedenhacerextensivosa otros disulfliros de origen natural.
A este nivel se han consideradotresdisulfuros de conocidapresenciacelular y cuyas propiedades
ácido-baseabarcan desde el carácter ácido del glutation oxidado (carga neta negativa a pH
tisiologico), hastael básicode la cistamina (cargapositiva a pIl neutro), pasandopor el carácter
neutro de la cistina (cargaaproximadamentenulaa pH neutro). La consideraciónde estos aspectos
ácido-basereviste gran iluportancia.

En efecto, los estudiospreliminares llevados a cabo con glutation oxidado (datos no
mostrados)pusieronde minifiesto que su reacciónconel complejoeraconsiderablementemás lenta
que la del DTNB. A este respecto, las peorespropiedadescomo grupo saliente del GSH en
comparaciónconel DTNB, son, sin duda, un factor clave; o, en otros términos,el DTNB es ínucho
másoxidantequeel GSSG.El complejoIR-RNasapresentaun carácterácido neto que desfavorece
su reaccióncoíi el tambiénácido DTNB. Sin embargo,la reacciónentre ambosprogresade forma
suficienteínenterápida, impulsadaporel potencialde óxido-reducciónconsiderablementenegativodel
par TNB/DTNB. Conel GSSGno ocurrelo mismo. Su menorpoderoxidante(Er~nx (GSH/GSSG)= -

0.205 y) (Keire a al., 1992) hace que las repulsioneselectrostáticasno se vean suficientemente
contrarrestadas,con lo quela energíalibrede activaciónno resultalo suficientementebaja. En suma,
la reacciónprogresade forma muy lenta.

Dada la importancia que puedenalcanzar las repulsioneselectrostáticas,se entiendela
convenienciade analizarel efectoreguladorde disulfurosbiológicoscondiferenciasensucarganeta.
Estacomparaciónviene favorecidapor el hechode que los tresdisulfuros mencionadosmuestran
aproximadamenteel mismo potencialrédox (Keire a al., 1992).

La reaccióndel complejoIR-RNasaconcualquierade los disulfurosbiológicoscomentados,
era, en todo caso, lenta, lo que hizo inviable llevar a caboconellos un estudioanálogoal realizado
conel DTNB. Lasrepercusionesfisiológicasquese puedendar a estehechodebenestarrelacionadas
con la probableexistenciain vivo de enzimasencargadasde acelerarel intercambiotiol-disulfuro.
Pero, al margende estacuestión,queseráobjetode unadiscusiónposterior,la extrapolaciónde los
resultadosobtenidosconel DTNB sólo fue posibletrabajandocon los disulfurosbiológicosenexceso
respectoal contenidoen tioles de la preparaciónde complejoen estudio. En estascondiciones,se
evaluó el grado de activaciónribonucleolíticadetales preparacionesparatiemposfijos de incubación
con los respectivosdisulfurosen exceso.Un estudioanálogoconel DTNB no resultóposible,ya que
las concentracionesen excesode este disuifliro sintético interfieren en el ensayode actividad
ribonucleolitica.

4.8.1 Tratamientocinéticode la activación ~or disulfuros b¡oló2icos

En primera aproximación, cabe considerar que la activación ribonucleolítica es la
consecuenciade unareaccióncomo la esquematizadaa continuación:
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k

doíide C representaa la especiede complejo inactivo (carentede actividad ribonucleolítica)
y C,, la especieresultantede la oxidación por un disulfuro genéricoSS. El subíndice“a” hace
íeferenciaal carácteractivo (expresaactividadribonucleolítica) de la especieoxidada.

En condicionesde reacciónen queel disulfliro se encuentreen exceso,sepuedeadmitir que
su concentracionsemantieneen el cursode la reacción.De tal forma, la anteriorpuedeconsiderarse
como una reacción de pseudo-primerorden, cuya ecuaciónde velocidad será, en términos
diferenciales:

dc
dli kobS [Cl [22

donde~~=k~[SS]=cte

En consecuencia,la ecuaciónde velocidadintegradasera:

c = c0 . ¡23]

dondeC0 es la concentracióninicial de complejo.

Puestoque lo quesemide experimentalmentees la apariciónde actividadribonucleolíticacon
el tietupo. Se hacenecesariotrabajarcon la ecuaciónintegradade velocidadde activación. Es fácil
llegar a tal expresión,dadala relaciónde proporcionalidadque ha de existir entreconcentraciónde
especieactivay su actividadenzimática.Así, se llega a:

%Activacién = loo [24]

La medidaexperimentaldeporcentajesde activaciónparadiferentestiemposde incuacióncon
el disulfitro, proporcionaráparesde valores,cuyo ajustepor mínimos cuadradosa la anterior
expresiónpermitirá la evaluaciónde k~. Obviamente,el valor ajustadode k~ serádependientede
la concentraciónparticulardedisulfuro empleadaparala activación.Si se llevan acabounaseriede
incubacionescon cantidadesdiferentesdel disulfitro, siempreen exceso,se dispondráde sendos
valoresde

1<obs~ La pendientede la representaciónk~ vs [SS]proporcionaráel valor de la constante
cinéticadel procesode activación.

A modo de ilustración, en la figura 44 se representala evolución de la actividad
ribonucleolíticade unapreparaciónde complejoa lo largode su incubacióncon cistina2.5 mM. En
dicha figura se incluye también la correspondientecurva ajustadaa la expresión [flfl. La clara
discrepanciaentrevaloresexperimentalesy curvateóricalleva a concluir queel sencilloesquemade
activaciónpropuestono resulaválido.

Paradar cuenta del comportamientoexperimentalcuasi-sigmoidal,se ha consideradoun
esquemade reacciónen dos etapas;a saber:
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SS

- ~ Ca
-- R+I

k o
Ir-

Tal esquemade reacciónse ha propuestoa la luz de los resultadosobtenidoscon el DTNB;
así, C, Ca, R e 1 hacenreferenciaa complejo inactivo, complejoactivo, ribonucleasadisociadae
inhibidor disociado,respectivamente.

Análogamenteal esquemaen una sola etapa,el empleo de concentracionesde disulfuro en
exceso,permite considerarlas dos etapasdel nuevo esquemacomo reaccionesde pseudo-primer
orden; por tanto, guiadaspor las siguientesecuacionesdiferencialesde velocidad:

á(CI -

de — loba

d[Ca] = k1 oba’ [CI — k2 obn [CI
dedía] = k2 ol,s

de

dondek¡ÓbS=k¡[SS] cte., y
1<2.obC1<2 [SS]=cte.

Las correspondientesecuacionesintegralesson:

[CI (ti) 1%] e t~kj.

0~gt)

[25]

[261

¡27]

[28]

[C]T
[Ca] (t>= kiOb5 k20~5 —kí oba

ER] (ti)= [C7] [~ +
.ol,s

[e<k1,0bÉ> — e(—k2ObB~t> 1

e oba

kaObs —k10~5

Puestoque lo quesemide experimentalmenteesel porcentajedeactivaciónde la mezclade reacción,
las anterioresexpresioneshan de transformarsepara dar cuentade la evoluciónde la actividad
ribonucleolíticacon el tiempo de incubación.Tal actividades la queproporcionanlas especiesC~ y
R. A cadatiempo de incubación, la contribución de cadauna de ellas será proporcional a su
concentraciónrespectiva.Llamandop y ~ a las correspondientesconstantesde proporcionalidad<de
C3 y R, respectivamente),la evoluciónde la actividadribonucleolíticasera:

[29]

e <k1,,41,t> [30]

Actividad total (U) = p [Ca] (U> + q [Rl (ti) [311
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La relaciónentreambasconstantesde proporcionalidad(plq), nos informasobrela fracción
de actividaddel complejoactivo, referidaa la de la RNasa.Si llamamosf a tal fracción, se llega a:

- =.obMÉ¡ k —fk%Activación = molí ___________ t 1<(lf) e — 2.oba loba t~k
1 0j,~U¡

k,Obs ~kl Oba

¡32]

El ajustepor mínimos cuadradosa estaexpresiónde los datosexperimentalesde porcentajes
de activaciónparadiferentestiempos de incubacióncon el disulfliro, permiteevaluar las constantes
k,~, y ki,h,, asícomo la fracció f, paralas diferentesconcentracionesde disulfliro empleadas.De la
pendientede las representacionesk¡Ok vs ¡SS] y k,ObS vs [SSI se evalúan,posteriormente,las
constantesde velocidadcorrespondientesa la activacióndel complejoy a su disociación.

4.8.2Oxidación ~or disulfurosbioIó2icosvs DTNB

El tratamientocinético queseacabade exponer,basadoen un procesode oxidaciónen dos
etapas,da buenacuentadel comportamientoobservadoexperimentalmente.A modo de ilustración,
en la figura 44, en línea de puntos,se recogela correspondientecurva ajustadaparael casode la
oxidación por cistina2.5 mM. La bondaddel ajustees evidentecuandose comparacon el que se
obtieneparael tratamientocinéticocorrespondientea activaciónen una sola etapa.En el apartado
siguientese recogenlos parámetroscinéticosquese obtienencuandose aplicaestetratamientoa las
activacionesejercidaspor cistina, cistaminay glutationoxidado.

En este¡fomento,sin embargo,serequiereresaltarla validez de los estudiosllevadosa cabo
con el DTNB como modelizadordel intercambiotiol-disulfuro del complejo IR-RNasa.

En efecto, tales estudioshanpermitido evidenciarla existenciade unaforma asociadaIR-
RNasa, con un estadode oxidación intermedio, que muestra actividad ribonucleolítica. Más
concretamente,la actividadespecíficade esteintermediode la oxidación por el DTNB es un 15 %
de la quepresentala RNasadisociada.

La interpretacióny el tratamientocinético de la activaciónribonucleolíticaajercidapor los
disulfurosbiológicos,sólo hasidoposiblecuandoamboshechossehan tomadoenconsideración.Así,
los datosexperimentalessólo se ajustanbien aun procesoendos etapasa trevésde un intermediario
queexpresasólo unafracciónde la actividadribonucleolíticatotal. El ajustepor mínimoscuadrados,
perínitecuantificar estafracciónde actividad, queresultaser,en todos los casos,de un 15 %.

Por consiguiente,no es osadoafirmar que las anteriorescoincidenciasno son fruto de la
casualidad.Las reaccionesde ntercambiotiol-disulfuro del complejoIR-RNasaparecenseguircierta
lógica molecular independientede la naturalezaconcretadel disulfuro. Si ello es así, los estudios
realizadoscon el DTNB cobraríanrepercusiónfuncional.

En cualquier caso, la utilización del mecanismode oxidación comentado,ha permitido
cuantificarla eficaciade los diferentesdisulfurosbiológicosen la activacióndel complejo IR-RNasa.
Estos aspectoscuantitativosson los queserecogena continuación.
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4.8.3 Cinéticas de la oxidación del complejo IR-RNasa nor cístina.cistamninay GSSG

El efectooxidantesobreel complejoIR-RNasade los tresdisulfliros biológícosmencíonados,
secuantificó por medidade la actividad ribonueleolíticade alícuotastomadasa tiempos controlados
de las mezclasde reacción. Para ello se acudió al ensayoenzimáticobasadoen el cCMP como
sustrato.En todos los casos,las mezclasde incubacióndisulfuro-complejoconteníanun excesodetres
órdenesde ínagnitud en el disulfuro biológico. La concentraciónde éste último en cadacaso
particular,seajustó de formaque íos tiempos de incubaciónse mantuvieranen intervalosrazonables
(no más de lO horas),y quepermitieran,además,considerardespreciablela oxidación ambiental.

El GSSGconstituyóun casoespecial. La extremadalentitud con queseexpresasu reacción
con el complejo, obligaríaal empleode concentracionesdel disulfuro bastantesuperioresa 20 mM.
Sólo asíse podríacoínpletarsu curvade activaciónbifásicaen los mencionadostiempos razonables
de incubación.Sin embargo,ello no es posible,ya que tan elevadasconcentracionesdedisulfuro son
íncoínpatiblescon el posterior ensayode actividad enzimática.Manteniendola incubacióncon el
CSSC durante tiempos similares a los empleadoscon la cistina, y trabajandoa concentraciones
ínáximasde disulfuro de 20 mM, sólo la primera fasede la oxidación quedasuficientementedefinida
experimentalmente,comoparapermitirsu ajustepor mínimos cuadrados.Ello es la consecuenciadel
bajo valor de k, respectoa k1 en el esquemaII. Desdeun puntodevista práctico,cabeconsiderarque
cuandok, < <k1, la expresión1] quedareducidaa unamonoexponencial:

% Activación = f — e -k1~t)j [33]

Esteesel planteamientoqueha guiadoel tratamientocuantitativode los datosexperimentales
obtenidoscon el GSSG: su ajustea la expresión monoexponencialanterior, a fin de obtenerla
constantede velocidadcorrespondientea la oxidacióndel complejohastasu formaactiva.

En las figuras 44 a 46, se representanlos porcentajesde activación del complejo para
diferentes tiempos de incubación con cistina, cistamina y GSSG, respectivamente.Talesfiguras
recogen,igualmente,las correspondientescurvasqueresultande ajustarpor mínimoscuadrados,esos
valoresexperimentalesa la expresión[32], paracistina o cistamina,o a la expresión(33] parael
GSSG.

Asimismo, enel interior de cadaunade las figuras anterioresse representan,frente a cada
unade las concentracionesdedisulfuro estudiadas,los respectivosvaloresde las constantesaparentes
ajustadaspor mínimos cuadrados.Las pendientesde estasrepresentacionesproporcionanlos valores
de las constantesde velocidadbuscadas.

En la Tabla IX se resumenestos resultadosparacadauno de los tresdisulfuros estudiados.

En un primer comentarioacercade los resultadosobtenidos,cabedestacarcómo la mayor
eficacia oxidantecorrespondea la cistamina.Sus dosconstantesde velocidadson más elevadasque
las del resto. Por el contrario, el GSSG secomportacomo el peor intercambiadortiol-disulfuro.
Obviaínente,estosresultadoshan de ser la expresióncuantitativade cómolas diferenciasen carga
netade los disulfuros estudiadosafectana la energíade activacióndel correspondienteintercambio
tiol—d isulfijro.

En segundolugar, es destacablela inversiónen la magnitudde las constantescinéticas,al
pasar de la cistina (k, > k2) a la cistamina (k1 <k~). Al margen de las posibles implicaciones
funcionalesde estehecho( queserán objeto de discusiónposterior>, una explicación plausibledel
mismo podría encontrarseen que los grupos SH cuya oxidación desencadenala disociacióndel
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complejo, se encuentrenen posicionesde accesibilidadmás restringidaque las que ocupanlos SH
responsablesde la activación sin disociacton.

Disulfuro k1 x 10~ (M-’) k2 x 106 (M
4)

Cistainina 3.0 43.5

Cistina 2.2 1.1

GSSG 0.5 N.D.

labIa lx. valores calculados para las constantes cinéticas de asociación k, y lc.~ que gobierna las dos etapas por las que transcurre la
¡cacción del complejo IR-RNasa A con los disulfuros biológicos mencionados. En el caso del GSsG. el bajo valor de k, nos ha inducido
a considerar ¡ah sólo la primera de las etapas de la reacc¡o¡,.

Parauna adecuadaintuición del procesode oxidación por disulfuros en exceso,conviene
tomaren consideraciónlos estudiosllevadosa cabocon el DTNB. Los análisiscinéticosrealizados
conestedisulfurosintéticopusieronde manifiestoque la formacióndeldisulfuro mixto, complejo-S-
S-TNB, transcurrecon uneconstantedevelocidadde hastadosórdenesdemagnitudsuperiora la que
gobiernael pasode la formación del disulftiro intramolecular. De acuerdocon las similitudes
encontradasentre el intercambio tiol-disulfuro promovido por el DTNB y el promovido por los
disuiflirosbiológicos estudiados,es admisiblesuponerquetambiénconéstosúltimos la formaciónde
disulfliros mixtos seencuentracinéticamentefavorecida.Ello setraduciráen que, en las condiciones
de reacciónahoraempleadas(disulfuroen exceso),la formaciónde disulfuros mixtos seael proceso
por el que, de formacuantitativa,sevayanmodificandolos grupostiol del complejo.Tal afirmación
se puederealizar, si cabe,con más fuerzaque parael casodel DTNB, ya que las correspondientes
¡nitadestiólicas de los disuifliros biológicosen estudio,son peoresgrupossalientesqueel TNB.

Como resultasde todo ello, uno se puede oimaginar cómo el complejo va resultando
progresivamentemodificado,primero en sus sulfhidrilos más externos,y luego, tras determinados
caínhios conformacionalesque relajan su plegamiento, en sulfhidrilos menos accesibles.Tales
modificacionesconsistirían,comose acabade exponer,en la incorporaciónde una mitad tiólica, o
con carganetapositiva (H

3N~-CH2-CH2-S parala cistamina), o con carganetanula o ligeramente
negativaal pH de reacción(IZI3N~-CH(COOj-C1ZI2-S-, para la cistina). Mientras la incorporaciónde
estosgruposcargadosseproduzcaen zonassuperficiales,de granlibertad conformacional,no cabe
esperargrandesdiferenciasenlas respectivasconstantesde velocidad;si acaso,sólo un discreto
favoreciínientode la reaccióncon cistamina,por sucargaopuestaa la del complejo,quesetraduciría
en un efecto atractivo. La situacióncambiaríadrásticamentecuandofuesengruposSH en entornos
con pocaflexibilidad conformacionallos quese vieran implicadosen la modificación. Tal puedeser
la disposiciónde los SRentre5 y 15 de acuerdocon los resultadosproporcionadospor el DTNB) que
sehandemodificar en el complejoactivoparaquesedisocie.Es fácil imginar que,en estasituación,
la introducciónde unacargapositiva(cisteamina)enun entornorelativamenterígido y negativoestará
tnuchotnás favorecida(bajaenergíalibre de activación)que la introducciónde dos cargas(cistina),
una positiva y otra negativa, predominandoéstaúltima. Ni qué decir tiene que en el caso del
glutation, su carga negativa netay su mayor tamaño se traducirían, no sólo en impedimentos
electrostáticos,sino tambiénestéricos.Sejustifica así la lentitudde su reacciónquenos ha impedido
cuantificarla constantede velocidadde la segundaetapa(disociación)en la oxidación del complejo.
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Figura 44. Curvasde activación de RNasadel complejo IR-RNasaA por por tratamiento
oxidantecon cistinaen exceso,en función del tiempo de incubación.Cadaunade las curvas
corresponde a los valores experimentalesobtenidos tras el tratamiento con diferente
concentraciónde cistina: (-a-), 2.5 mM; (-A-)), 4 mM; (-.-), 5 mM y (- o -), 7 mM. Las
curvas dibujadas son el resultado de ajustar los valores experimentalesa una curva
hiexponencial (ecuación [321 del texto). En línea discontfnua, el ajuste de los valores
experimentalesa unaecuaciónmonoexponencial([24])la En la gráficainsertadaserepresentan
los valoresde las constantesk¶ObS y k2~5 calculadospara cadauno de los tratamientoscon
cistina. En líneadiscontínua,los resultadosobtenidossi ajustamoslos valoresexperimentales
a la ecuación[24].
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Figura 45. Representaciónde la activación de RNasaprovocadaa lo largo del tiempo por el
tratamientodel complejo IR-RNasaA con diferentesconcentracionesde cistamina: (-A-), 1
mM; (-A-), 3 mM; (-.-), 4 mM y (-0-), 5 mM, asícomo susajustesa unacurvabiexponencial
(ecuación[34]del texto). En la figura interior, serepresentanlos valoresde las constantesk, ob,

y k2~a obtenidoscon los ajustesanteriores.En líneadiscontínua,los resultadoscuandolos datos
experimentalesse ajustana unacurva monoexponencial( ecuación[24]).
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Figura 46. Representaciónde la activación de RNasa con el tiempo provocadapor el
tratamientodel complejoIR-RNasaA conGSSGadistintasconcentraciones:(-A-), 5 mM; (-a-
), 10 mM; (-‘-), 15 mM y (-0-), 20 mM, asícomo susajustesa unacurvamonoexponencial
(ecuación [34]). En la gráfica interna se representanlos valores de k5~5 obtenidostras los
ajustesanteriores.
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4.8.4 Reversibilidadde la oxidación por GSSG

En el apartado4.7.6 describimoscóíno la reversiónde la oxidación que el DTNB provoca
en la moléculadecomplejo IR-RNasamedianteel empleode un agentereductor,como el DTT, sólo
eraposiblecuandodichaoxidacióneraleve,y el complejono llegabaa disociarse.Unavezdisociado,
la íecuperaciónde la actividad inhibidora no resultó posible. En los apartadosanterioreshemos
comprobado,asimismo, la respuestadel complejoIR-RNasaa la oxidaciónpor disulfliros biológicos,
en téríninos de actividadinhibidora dr ribonucleasa.encontrandoque, como en el casodel DTNB,
el mecanismode oxidación transcurremediante la formación de un intermediario en forma de
coínplejo activo. Por tanto, y hastaestepunto, la modelizaciónhechacon el DTNB del mecanísmo
de regulaciónde la actividad IR, en el sentidode inactivación,podríatenerun reflejo fisiológico,
~?rotagonizadopor dichosdisulfurosbiológicos. En estemomentose hacenecesario,deforma obvia,
el estudiode la reversibilidadde la oxidaciónprovocadapor los disulfurosbiológicosempleados,con
el fin de determinarsi el modelo de regulaciónde la actividad ¡nhibidorapropuestoseríaposible.

Para ello, sometimosdistintaspreparacionesde complejo IR-RNasaa sendostratamientos
oxidantescon cistina, cistaminay GSSGen exceso,hastaalcanzarunaactivaciónribonucleolíticade
un 15 % respectode la total presente(primerafasede la curva de modificación). En estepunto, y
por analogíacon los resultadosobtenidoscon el DTNB, es de esperarque las mezclasde reacción
esténconstituidaspor moléculasde complejo activo, sin que éste haya comenzadoel procesode
disociación. Es previsibleque la incubaciónde las muestrasen este punto con un agentereductor
revierta la oxidaciónprovocadaporel anteriortratamientocon disulfuros. Paracomprobarestaidea,
dializamoslas mezclasde reacciónmediantecromatografíade penetrabilidaden SephadexG-25,con
el fin de eliminar el excesode disulfuros, y posteriormenteincubamoslas muestrasresultantescon
las formasreducidasdelos disulfurosempleadosen el pasode oxidación:cisteina,cisteaminay GSH,
respectivamente.La concentracióempleadade estoscompuestosreducidosfue, de 20 mM.

El resultadoobtenido paratodos los casos fue, sorprendentemente,la no reversiónde la
inactivacióndel IR. Antes al contrario, en las mezclasde incubacióncontinuó la apariciónde nueva
actividadRNasa.Este resultadopodríaserexplicadoteniendoen cuentaun mecanismode oxidación
del complejo IR-RNasaa travésde la formación de disulfuros mixtos entre los SE del IR y los
disulfurosbiológicos empleados.Convienerecordarque estostratamientosse hicieronen presencia
de cantidadesde los disulfurosenexcesosobrelos SU totalesdela preparacióndecomplejo.Mientras
transcurredichasincubaciones,la formacióndedichosdisulfuros mixtos,seencuentracinéticamente
favorecidasobre la formación de disulfuros intramoleculares.Unavez que las mezclasde reacción
son dializadas,se elimina el agente oxidante, y en estas condiciones,el complejo activo podría
evolucionarhacia la formación de disulfuros intracatenarios,entrelos gruposSH que forman parte
de los disulfuros mixtos y nuevosgrupos51-1 adyacentesen la estructuraterciariadel complejoIR-
RNasa.Como resultado,llegaríamosa un puntoen el queel númerodegrupostiólicos modificados
por ¡noléculade complejoseríael doble queel buscadoinicialmente, con el consiguientesaumento
en la actividad RNasay disociacióndel complejo, puesto que la preparaciónsuperael 15 % de
activaciónribonucleolíticatotal, y entraen la segundafasecaracterizadapor la disociaciónentreel
IR totalínenteinactivo y la RNasa.La presenciaen el medio del agentereductor(cisteina,cisteamina
o GSH)no consigueanularesatendenciaa la formaciónde disulfuros internos; esdecir, la constante
de velocidad que lleva a la formación de estosdisulfuroses mayorque la quegobiernael procesode
reducciónde los disulfuros mixtos.

La formaen la quepodríamosconseguirpotenciarla reducciónde los disulfurosmixtossobre
la formaciónde disulfurosinternos,seríala incubacióncon concentracionesde agentereductormuy
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elevadas.Peroestasolucióíi resultaimpracticableen nuestrascondiciones,puestoqueconcentraciones
de agentereductortan altas como las que se precisaninactivana la propia RNasa(contienecuatro
puentesdisulfuro en su molécula). Por ejeínplo, heínos comprobado(datos no ¡nostrados)que
concentracionesde GSR superioresa 20 mM se traducenya en inactivaciónde la RNasa.

Llegadosa estepunto,procedimosa intentarla reversiónde la inactivacióndel IR empleando
un agentereductor ínás potente,como es el DTT. Si bien los resultadosobtenidosno tendrían
repercusión fncional, por tratarse de un reactivo no biológico, nbos permitó coínprobarsi la
recuperaciónde la actividad inhibidoraresultaposible, o si, por el contrario,el caminode oxidación
seguidopor el coínplejocuandose empleanlos disulfurosbiológicosmencionados(cistina,cistamina
tí GSSG)conducea la formaciónde unaestructuraconunaconformacióntal, que no resultaposible
reducirde nuevolos puentesdisulfuro formados.

Paratal propósito, incubamosunapreparacióndecomplejooxidadoconGSSGhastaalcanzar
un 15 % de activaciónde RNasa,añadiendotan sólo la cantidadde disulfimro necesariaparaoxidar
4 grupos51-1 por moléculadecomplejo.Una posteriortransformaciónde los cuatrodisulñírosmixtos
en disulitros internos,llevaría a la apariciónde moléculascon 8 grupos51-1 modificados, lo que no
implicaría aún la disociacióndel coínplejoactivo de forma apreciable.Posteriomentese incubó la
preparaciónconDTT lO mM (concentracionessuperioresconllevaninactivacióndeRNasa).Durante
las dos primerashorasde incubaciónse obtuvieronvaloresde actividad ribonucleolíticasimilaresa
los quepresentabala preparaciónantesdel comienzode la incubaciónconDTT. Trasunanoche, lo
que iínplica un tiempo total de incubaciónde 15 horas, se consiguióla recuperacióndel 100 % de
la actividad inhibidora.

Esteresultadotan solo indica la posibilidad de reactivacióndel íR que forma partede un
complejo activo, si bien para conocer la forma en que este procesotiene lugar en condiciones
fisiológicasse precisallevar a caboestudiosdetalladosempleandocisteina,cisteaminay GSH como
agentesreductores.
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MODELIZACIÓN DEL MECNISMO DE INACTIVACIÓN DEL IR

Los conocimientosque actualmentese tienensobre la molécula del inhibidor de RNasase
refieren fundamentalmentea aspectospuramenteestructurales.Poco se conoce,sin embargo,acerca
de los mecanisínosde acciónde estaproteína,así comode los procesosimplicadosensu regulación.
Hastafechasrecientes,estosconocimentosse limitaban a relacionarelestadoreducidode los grupos
sulfliidrilo del IR, con su actividad inhibidorade RNasa.

Los estudiosque se habían llevado a caboen estesentido consistían en la modificación
drásticade la moléculade IR, o bienen forma libre, o bien unido a la RNasaen forma de complejo.
conreactivosde grupossultbidrilo tales comnopHMB, NEM, etc. Dichos tratamientosteníancomo
resultadoinvariable la inactivación irreversibledel IR, que, en el casode estar unido a la RNasa,
provocabasu disociaciónde ella (fllaekburn, 1977). Ante estos resultados,quedabasin determinar
si la incapacidaddel IR parainhibir a la RNasaimnplicabaademás,la imposibilidadde interaccióncon
ella.

Estudiosrecientesde mutagénesismodularde la molécula del IR revelaronuna respuesta
negativa a esta cuestión. Diseñaronun mutantede IR que, si bien habíaperdidosu capacidadde
inhibir a la RNasa, seguíamanteniendola capacidadde unión a ella (Lee y Vallee, 1990a,b).Este
hecho resultabaserun datopositivoparanuestrahipótesisdetrabajo, puestoque suponíala, cuando
menosposibilidad,de queel sistemaIR-RNasase comportein vivo comoun sistemamultienzimático
en el queel IR fuera la subunidadreguladora,mientrasque la RNasaseríala subunidadcatalítica.
La regulaciónque nosotrossuponemosparadicho sistemaimplica la activación-inactivaciónde la
subunidadreguladora,sin que ello se traduzcaen procesosde asociación-disociaciónde los dos
comnponentes.

Resultaevidenteque, paraconocerlos procesosque medianla regulaciónde la moléculadel
IR, hay que estudiaren primer lugar los efectos que desencadenala inactivacióncontroladade la
misma, pero partiendode la situaciónen que se encuentraen condicionesfisiológicasnormales,es
decir, formandoel complejocon la RNasa.Hay quedelimitar quégrado minino de oxidaciónde la
poblacionde grupos51-1 se precisaparaprovocar tal inactivación,y si es posibleque éstacursesin
disociación del complejo (“complejo activo”). En este caso, resultaríalógico predecir que la
regulaciónfisiológica de la proteínaIR se llevaría a caboen ese intervalode modificación,mientras
que la disociaciónentre el IR y la RNasa supondríamodificaciones drásticas,y probablemente
irreversibles,en la moléculadel primero,que tendríancomo consecuenciasu destrucciónfinal y la
descomposiciónen sus aminoácidosconstituyentes.

En cualquier caso, existao no una regulaciónque implique la existenciade la especiede
comuplejoactivo, pretendemosestudiarlos procesosqueconducena la inactivaciónde la moléculade
IR unida a la RNasa,como respuestaa tratamientosoxidantes.

Recientementeha sido publicado un trabajo en el que se hacen estudios de oxidación
controladade la moléculade IR de hígado de cerdo, en estadolibre, con DTNE (Fominaya y
Hofsteenge,1993). Aunquelos resultadosdeestetrabajopuedenservirnosparael establecimientode
comuparaciones,no hay que pensarque sus resultadossean necesariamenteextrapolablesa lo que
ocurracon la moléculadel complejoIR-RNasa.Antes al contrario, esde suponerquela interacción
con la RNasaconfiera a la moléculadel inhibidor propiedadesdiferentesfrente a la oxidación. De
hecho, ya se ha comprobado que la asociación entre ambas moléculas provoca cambios
contormacionalesen algunode sus componentes(Cid, 1992),puesto queel espectrode dicroísmo
circular obtenido experimentalmenteparael complejo IR-RNasadifiere del teóricamentecalculado
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por suma de los correspondientesa IR y RNasalibres. Además,la unión del IR a la RNasaprotege
a 15 residuosde cisteina de la muodificación con reactivos de grupos sulfbidrilo (Cid, 1992;
Hofsteengeu al., 199 Ib), lo que apoyala ideade que el mecanismode inactivaciónesperadopara
el IR unido seadiferenteal seguidopor la proteínalibre.

Estasupos¡ción,efectivaniente,se vió confirmadapor nuestrosestudiosde modificaciónde
la moléculadel comuplejoIR-RNasacon DTNB. El empleode estereactivoquímicosejustifica por
el hecho de que las reacciones en las que él participa son fácilmente seguibles
espectrolotornétricamente.De estemodo,servirácomomodeloparaunaprimeraaproximacióna los
mecanismosde inactivación que puedantener lugar in vivo a cargo de compuestosdisulfuro
biológicos. En cualquiercaso, se habránde valorar los efectosque algunos de estos compuestos
biologicos ejercensobrela muoléculade comnplejo IR-RNasa,paracomprobarsi se confirman los
íesultadosobtenidoscon el DTNB.

Tratamientooxidantesecuencialdel complejo IR-RNasacon DTNB

El tratamientode oxidación realizadode formapaulatina,mediantela adición de sucesivas
alícuotasde cantidadessubestequiométricasdel reactivo,nos permitió poderhacerel seguimientode
los cambiosque sufría la moléculaa lo largo del procesode modificación. Tras cadaadición de
DTNB y una vez que la reacciónhabíaconcluido, se realizarondiferentesestudiossobrevarias
alícuotasde la mezclade reacción.

Parapoder llevar a caboestetipo de estudios,hay que asegurarunascondicionesde trabajo
en las que el ¿omplejoseaestablea factoresagenosa los tratamientosa los que va a ser sometido,
puestoque los estudiosde oxidación requerían,como es lógico, la eliminacióndel agentereductor
quese emupleaparamantenerla actividaddel inhibidor (DTT). En estesentido,el mantenimientode
una alícuotano sometidaa tratamientoalguno,de forma paralelay en las mismascondicionesque
la alicoutaqueeratratadacon DTNB, en vialesherméticos,permitiódemostrarquela saturaciónde
todos los muediosen argón, asícomo su manipulaciónbajo una atmósferade estegas,asegurabala
conservaciónde la estructurade la moléculadel complejoduranteel periodode tiempo queduraban
los estudiosrealizados.

La reaccióndel complejocon DTNB sigueun procesoen dos etapas,al igual queocurrecon
la moléculade IR libre (Fominayay Hofsteenge.1993>. El resultadoal término de ambases la
forínación de un puentedisulfuro intracatenarioen la proteína, y la liberación al medio de dos
¡noléculasde TNB por cadamuoléculade DTNI3 consumida.

La evaluaciónde la pérdidade actividadinhibidoraconformeprogresabala reacción,medida
comnoactividadRNasaliberada,nospermitiócomprobarqueel caminogeneralde oxidaciónquesigue
el IR unido a la RNasaes diferenteal seguidopor el IR libre, como ya predecíamos.

Al comienzodel tratamiento,la oxidacióndeun pequeñonúmerodegruposSH del complejo
(3-4) no lleva asociadapérdidade actividad inhibidora, al igual que ocurre con el IR libre. Pero
cuando la modificación progresa, mientras que el IR libre parece seguir un mecanismode
ínodificación descontrolado,segúnel modelo denominado“todo o nada” que conducea su rápida
oxidación total, la molécula de RNasa unida al IR parece modular la oxidación de éste. El
cotuportamiento del IR libre ha sido justificado por la existencia de un presunto cambio
conforínacional(aunqueésteno hasido demostradoexperimentalmente)queconstituyeel disparoque
provoca un aumento en las reactividadesdel resto de los grupos SH de la molécula. Como



DISCUSIÓN 120

consecuencia,lt)s gruposSH se modificarán rápidamente,sin que se generenestadosintermedios
estables.Por el contrario,enel casodel complejoIR-RNasala pérdidade activ¡dadinhibidorasigue
un procesocon dos etapasbien diferenciadas:

En una primera fase, la oxidaciónde hasta15 residuosde cisteinaocasionala aparición
de unanuevaespeciemolecularque, si bien sigue siendoun complejo IR-RNasa,(no apareceRNasa
libre en la cromatografíade penetrabilidada la que fue sometidala alícuotacorrespondientea este
punto del tratamientode oxidación)presentaactividadribonucleolítica.La níagnituddedichaactividad
es de un 15 % con relacióna la quepresentaríala moléculade enzimaen estadolibre.

2.- A partir deestasituación,la modificaciónde nuevosresiduosen la moléculadel complejo
activo introduceuna perturbacióntal en la estructurade la proteína,que ocasmonala disociaciónde
sus dos componentes.El incrementoobservadoen laactividad RNasa libre en estasegundafaseno
es smnoel reflejo de la RNasaque hasido liberaday quepasaapresentarsuactividadmáxima, frente
al 15 % queexhibía cuandoformabapartedel complejoactivo.

El IR, ya en estadolibre, continúasu modificaciónde una forma rápidahastaalcanzarsu
oxidación máxima, comuportándoseahora como lo hace cualquier IR libre que ha comenzadosu
oxidación.Estehechopuededebersea quetal gradode oxidaciónprovocaun cambioconformacional
que, no sólo induce la disociación,sino que ademásincrementala reactividadde los grupos SU
restantes,o a que tras la disociación se exponennuevosgruposSU muchomás reactivos,y que se
encontrabanocultos, en la zonade unión con la RNasa.

Un experimentoqueayalaestecomportamientosupuestoparala moléculade IR unavez que
se disociade laRNasa,es la cromatografíaenDEAE-HPLC deuna alícuotade la mezclade reacción
correspondientea unaoxidación global de un 50 %. En estepunto, y segúnnuestromodelo, tan sólo
deberíanexistir moléculasde complejoactivo, modificadasen un número variable de residuosde
cisteina, desde3-4 hasta 15, y moléculasde IR libre, ya totalmenteoxidado. En el cromatograma
obtenido apareceun pico correspondienteal complejo, anormalmenteancho, indicando que está
compuestopor unapoblación de moléculasquepresentandiferentescargas,y un pico de IR mucho
muás estrecho. Cuando fraccionamosdichos picos y medimos el número de SU que han sido
¡nodificadoscomo promedioen cadauna de las fracciones,comprobamosque, dentro del pico del
comuplejo, a medidaque aumentael tiempo de elución de dichasfracciones, aumentael gradode
oxidación de la poblaciónde gruposSU de ladisolución.En cuantoalpico deIR libre, los resultados
obtenidosindican unamodificación máxima en las distintasfracciones.Por tanto, se confirma la
interpretaciónquehemoshechodel mecanismode inactivacióndel complejoIR-RNasaporoxidación:
en el complejoexisteunadiversidadde situacionesde modificación,mientrasqueel IR quesedisocia
sólo puede aislarseen un estadode oxidación máxima.

Según este mecanismode oxidación, cada molécula de IR libre actuaráasí como un
“sumnidero de DTNB, de forma queel reactivopresenteen el mediotendrácomodestinoprioritario
la oxidaciónmuáximnadel IR reciéndisociado.Comoconsecuencia,la concentracióndereactivo libre
disponibleparaoxidar las moléculasde IR que continúanformandocomplejoactivo con la RNasa,
se ve disminuida.

Estecomportamientopuedeteneruna importantesignificaciónfuncional, por cuantosupone
un mecanisínode proteccióndel sistemaIR-RNasafrente a variacionesdrásticasen el estadorédox
del medio. El IR quesedisociatamponalas fluctuacionesdel potencialrédox del medio, en el caso
en que aumenteel poder oxidante. Este hecho quedapatentecuandocomparamosla curva que
describelapérdidade actividad inhibidoraa lo largo del procesode oxidación,con lacurvateórica
que habríamosobtenido en el caso de que la moléculade IR que se disocia continuarauna
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muodificación estadísticade sus grupos SH; o, dicho de otro modo, en el caso de que tras la
disociacióndel IR no se vieran incrementadaslas reactividadesde los SH restantes.Como se puede
comprobar, la curva experimentalse ajustaperfectamnentea la teórica mientras no se produceel
comienzode la disociacióndel coínplejo; por el contrario, la pendientede la curva en el segundo
tramo obtenidaexperimnentalmentees inferior a la teórica. Es decir, quesi el IR libre se comuportara
frente a la oxidacion en la misína forma en que lo hacíaantesde disociarse(igual reactividadpara
todos los gruposSH), la inactivacióngeneralque sufriríael IR de la preparaciónde complejosería
mayor. Por lo tanto,el hechode que ladisociacióndel IR provoqueun espectacularincrementoen
la reactividadde los gruposSH aún reducidossuponeun mecanisínode autoproteccióndel sistema
IR-RNasa.

A la luz de los resultadosobtenidos,surgeahoraunapregunta:la curvade inactivacióndel
IR del complejoobtenidatras la oxidaciónprogresiva¿vienedeterminadapor la modificaciónde los
SH en términos cuantitativos, o de cadaetapaes responsablela oxidación de gruposSH concretos
dentro de la secuenciade aminoácidosdel IR?. El primer caso supondríala posibilidadde que las
distintasmoléculasdecomplejosiguierandistintoscaminosde oxidación,segúnen quéordenfueran
reaccionandosusgruposSH. Por el contrario, la segundade las opcionesimplicaría la existenciade
un único camninode oxidación secuencial.

El análisis de la estructuraprimaria del IR revela que la mayor parte de los residuosde
cisteinase hallansituadosen posiciionesfijas dentrode la secuencia,y en mediode unaalternancia
de residuospolaresy apolares.

Como ya se hacomentado,la secuenciade aminoácidos,asícomo la estructurasecundaria,
siguenun patrón tan repetitivoy uniforme a lo largo de ella, queposiblementela reactividadde los
diferentesresiduosde cisteinaseamuy similar, al encontrarseen microentornosparecidos.Si todos
los gruposSH tuvieran reactividadessimilares,podríanparticiparen interaccionesdel mismo tipo.

Hay querecordarenestepuntouna idea que fue comentadaen el apartadode Introducción,
dondesejustificabala presenciadevarios módulosrepetitivosen la estructurade muchasproteínas,
y en concretoen el IR, comomecanismodeconseguirinteraccionesproteína-proteínaconafinidades
especialínenteelevadas.En estesentido,posiblementeel elevadonúmerode cisteinasde la molécula
de IR, en posicionesfijas tengacomomisiónel aumentodel númerode interaccionesIR-RNasa,sin
que ningunade ellastengaun papelde importanciapredominantesobreel resto.En estecaso,sería
de esperarque las transicionesentrelos distintosestadospor los quepasala moléculade complejo
cuandoes oxidadosecuencialmentepor DTNB vinierandeterminadas,más quepor la modificación
de gruposSH concretos,por la modificación de determinadosporcentajesde ellos, es decir, por el
estadorédox global de la moléculade complejoIR-RNasa.

Paraintentaraclararestacuestión,calculamoslos valores de las constantescinéticasde las
dos etapasque implican la reacción trascadapasode adición de DTNB: k1 y k2 promedio de la
mezclade reacción.El cálculodedichasconstantesfue posible,tal y comosedescribióen la sección
de Resultadosy Discusión,por el ajustede las curvasexperimentalesde A412 registradasen función
del tiemupo, a las ecuacionesteóricamentecalculadasparadescribir la liberaciónde TNB duranteel
tratamnientode oxidación con DTNB. La progresiónde dichasconstantesa lo largo de las distintas
etapasde oxidación podíaseguir,en principio, cualquierade los trescomportamientossiguientes:

1) Mantenersesiempremás o menosconstante,indicandouna similitud en las reactividades
de toda la poblaciónde gruposSH del complejo.
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U) Presentaruna tónica decrecientea lo largo de las sucesivasetapasde muodificacióncon
DTNB, lo que indicaríadiferenciasen las reactividadesde los distintosSH. En estecaso,los
sulfbidrilos reacionaríandeforma ordenada,siguiendoun orden dereactividadesdecreciente.

iii) Mostrar un comportamientono uniforme, presentandotransIcIones.Estasituaciónsólo
puedeser explicadaconsiderandolaocurrenciade camubioscontbrmacionalesen la molécula
del complejoCOITIO consecuenciadel tratamientooxidante.

La evolución de los valores de k y de k, observadasexperimentalmemitesigue el
comportamientodescritopor el tercerode los supuestos.Efectivamnente,aparecentransicionesen los
valoresde dichas constantescoincidiendocon los puntosen los quefueron observadastransiciones
en la evoluciónde la inactivacióndel IR y de la disociacióndel complejo. En concreto,el punto en
quecomienzaa inactivarseel IR del complejo, (comuplejo activo), y el punto en el que el grado de
oxidación determinala disociación de IR y RNasa, suponensendoscambios conformacionales,a
juzgar por las medidasde k, y k2.

No obstante,los valoresde ambosparámnetrosse mantienendentro de un mismo orden de
magnitud en las etapas de oxidación previas a la disociación del complejo, presentandopoca
desviaciónrespectoal valor médiode todosellos. Estojustifica que el modelo quepropusimospara
explicar el ¡necanistnode oxidación del comuplejo con DTNB. basadoen la no diferenciade
reactividadesde los gruposSH en tanto en cuantoel IR permanezcaasociadoa la RNasa,se ajuste
bien a los datosexperimentales.

El hecho de que no se hayan observadograndesmodificacionesen los valores de k1 y k,
muedidos hastala ocurrenciadel segundode los cambios conformacionales,apoya la suposición
anteriormentecomnentadade que el factor quegobiernael mecanismode oxidacióndel complejopor
DTNB, no es tanto la modificación de gruposSU concretosdentro de la secuenciade aminoácidos
del IR, comno el estadode oxidaciónglobal de la poblaciónde dichos grupossulfluidrilo. A lo sumo,
puedendiferenciarsepoblacionesde grupos51-1 respectoa su reaccióncon DTNB, puestoque,como
hemosmuencionado,no todosellos presentanigual accesibilidadal reactivo,especialmentecuandoel
IR se halla unido a la RNasa. Dentro de esasgrandespoblaciones,no se encontraríandiferencias
significativasentrelos distintosgruposSH constituyentes.

En este sentido apuntanlos resultadosobtenidos cuandoFominayaa al. (comunicación
personal)modifican lamoléculade IR de hígadode cerdoconDTNB de formasecuencial,y analizan
qué residuosde cisteinaconcretosson los muodificados, intentandolocalizarlosen la secuenciade
aminoácidosdel IR. Tras cada etapa del tratamiento, no se encuentrancon una nueva especie
molecularde IR en la que hansido modificadosdos nuevosresiduosde cisteinaconcretos,sino con
toda unapoblacióndeespeciesmolecularesquepresentangrandiversidaden cuantoa los gruposSH
modificados.El númerode nuevasespeciesmolecularesresultóser tan elevadoquesuseparacióny
posterioridentificaciónsupusounacomplicadatarea,aúnhoy no resueltaen sutotalidad.No obstante,
han podidocomprobarque,si bien la oxidaciónde los diferentesgruposSH no sigueun único camino
establecido,tampocose han observadotodas las posiblescombinacionesestadísticamenteposibles
entrelostreintagrupostotales,indicandosituacionespreferentes.En cualquiercaso,estosresultados
corroborannuestrahipótesis.

La segundade las transiciones,o segundocambioconformacional,suponeunaperturbación
drásticaen la estructuradel IR, demodoque no sólo esincapazdeinactivara la RNasa,sino también
de permanecerunido a ella. Estas alteracionesprovocanun bruscoaumentoen los valoresde las
constamitesmedidas,en especialde k1. Los valores de k2, no sólo no experimentanincrementostan
significativos,sino que inclusocomienzanrápidamentea disminuir,seguramentecomoconsecuencia
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de la menorprobabilidadde queun nuevogrupoSH se halle lo suficientemnentepróximo al disulfuro
mixto proteina-S-S-TNBformadotraselprimer pasode la reacción,comoparaatacarloy forínarotro
puentedisulfuro interno. Hay que tener en cuentaque en estasetapasdel procesode oxidación
secuencialcon DTNE, quedanlibres menosdel 50 % del númerode gruposSH iniciales.

Los resultadosexperimentalesde estapartedel tratamientodeoxidaciónconDTNB se ajustan
bien al modelo teórico propuesto(ver Resultadosy Discusión), que se basabaen la oxidación
preferentede los gruposSH del IR que se disociade la RNasa frenteo los queforman partede un
complejoIR-RNasa.

Los cambiosconformacionalespredichosa partir de laevoluciónobservadaen losvaloresde
k1 y de k,, se vieron corroboradospor los análisisde estructurasecundaria,realizadosmediante
dicroísmo circular. Dichos estudios fueron hechos sobre alícuotas de la mezcla de reacción
correspondientesa laprimeraetapade lamodificación secuencialdel comuplejo,es decir, mientrasel
IR aún se muantieneunido a la RNasa.El motivo quedeterminóque no continuáramoslos estudios
duranteel resto de las etapasdel tratamniento,fue el hechode que, una vez que hemospasadola
segundadelas transiciones,lasoxidacionesposterioresconducena ladesaparicióndeun determinado
porcentajede moléculasde complejoactivoquepasana constituírseen IR oxidadoen su totalidad y
RNasalibres. Es decir, no ocurrencambiosestructuralesnuevos,sino queen la mezclade reacción
tan solo habrá,en términosgenerales,dos únicasespeciesmoleculares,y las variacionesobservadas
tan salo suponela interconversiónprogresivade unaen la otra.

Por otro lado, a partir del ¡fomento en el que el complejo comienzaa disociarse,no
solamentehay que teneren cuentalos posiblescambiosquesufrala moléculadel IR al oxidase,sino
que, además,hay que teneren consideraciónlos cambiosconformacionalesque se ha comprobado
que tienen lugar por el simple hecho de que una moléculade IR y otra de RNasase unan o se
disocien(Cid, 1992), lo quecomplicael análisde los espectrosde dicroísmocorrespondientes.

Hastael momentoen que la moléculade complejo IR-RNasase oxida con DTNB en 3-4
gruposSil, la estructurasecundariasufrealgunasmodificaciones,aunque,comoyase hacomentado,
no afectana la actividad inhibidora de RNasa. Durante esasprimerasetapasde oxidación, en el
complejo disminuyen las proporcionesde estructuraen a-hélicey de giros 13, incrementandoen
consecuenciala contribución de estructuraaperiódica.Es decir, el complejosufreuna pérdidade
estructurasecundariaordenada;se desestructura.

Una vez que han sido modificados3-4 gruposSH, la desorganizaciónrelativa alcanzada
ocasmonaque el IR pierdacapacidadinhibidora de RNasa, si bien siguenreducidosel númerode
residuosde cisteinasuficientecomo paraque se mantengala interacciónentreél y la RNasa. La
oxidaciónde nuevosresiduosdecisteína,curiosamenteno conducea un incrementoen la pérdidade
estructurasecundariadel complejoIR-RNasa, sino que, al contrario, ocasionauna reestructuración
del muisíno. En efecto, hemos comprobadoque de nuevo aumentala proporción de estructura
secundariaordenada;en concreto,se restituyenlos porcentajesoriginalestantode a-hélicecomode
giros 13, a costa de la disminución de la estructuraaperiódica,mayoritariamente,y, en menor
proporción,de lámina 8. Es decir, la aparicióndel complejoactivo no parecedebersea una pérdida
de actividad inhibidora consecuenciade la desnaturalizacióndel IR, en el sentidodel término más
comnúnmenteempleado,es decir, de pérdidade estructuraciónordenada.Más bien pareceser la
consecuenciala la adopciónde una nuevaestructurafuncional por partedel IR que constituyeel
comuplejo.

El IR unido a la RNasapodría fluctuar asíentredos estadoscon significaciónfuncional. El
equilibrio entreambosestadosestaríacontroladopor el estadorédox del medio.
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Si el mecanismode oxidacion del comuplejo fuera extrapolablea lo que ocurre in vivo, en
condicionesfisiológicas norniales, el elevado poder reductor del medio celular determinaríael
desplazamientode dicho equilibrio hacia la forma de IR activo. La disminución de dicho poder
reductorcii determinadascondicionesmuetabólicas,ocasionaríael desplazamientodel equilibrio hacia
la segundade las formas, con la consiguienteaparición de actividad ribonucleasa.En estados
oxidativosmás acusados,la oxidaciónde la molécula de complejoIR-RNasaes tan importanteque
provoca la pérdidadel númerode puntos de contactoIR-RNasamínimos necesariosparamantener
dicha unión. La moléculase ha vuelto a descstructurar(segundode los cambiosconformacionales),
a juzgar por la pérdidade estructurasecundariaordenada. Pero esta vez sí que implica una
desnaturalización,en el sentido amplio del término, y, presumiblementedefinitiva, puestoque la
moléculade IR libre, como ya se ha comentado,continúarápidamentehastasu total oxidación.

Si el incremento en el potencial oxidativo del medio no es extremo, el mecanismode
oxidaciónquesigueel IR libre (actuandoamodo de ‘sumidero” del poderoxidantedel medio)podría
ayudara protegerparcialmentela poblaciónde moléculasdecomplejode la célula. Así, tan sólo se
perderíaun pequeñoporcentajede ellas. Pero si el aumentoen el poder oxidantedel medio llega a
ser muyelevado,elporcentajede moléculasde complejoquese pierdenpuedeserespecialmentealto,
llegandoincluso a desaparecertodo el IR activo.

Hastaaquí los resultadosobtenidosin vitro oxidandola moléculade complejoIR-RNasacon
un reactivoquímico,comoes el DTNB. Dichosresultadosno son necesariamenteextrapolablesa la
situaciónreal, in vivo, si bien los datosobservadosbien podríanservir paraexplicar el mecanismo
de regulaciónfisiológica del IR. Sin embargo,podríapensarsequelas condicionesrédox empleadas
para oxidar por completo la poblaciónde moléculasde complejo presentesen las preparaciones
utilizadas,podríanser tan drásticasqueno llegarana darsebajo ningunasituaciónfisiológica. Como
ya se ha comentado,se conocencasosextremoscaracterizadospor un estadode degeneracióntisular
(corteza cerebral de individuos afectadospor Alzheimer, cataratas,tejidos envejecidos,tejidos
somnetidosa estrésoxidativo, por ejemplo tras sometersea unaradiación ionizante, etc) en los que
la relación GSH¡GSSG es especialmentebaja, y donde se ha comprobadoque desaparecela
ribonucleasalatente, paramostrarseen estadolibre. Estas situacionesparecencorresponderal un
estadoequivalenteal estadofinal alcanzadoen las muestrasoxidadascon DTNB, lo quecontribuiría
a dar validez al mecanismode inactivación del IR obtenido por tratamiento con dicho reactivo
químico.

Por tanto, pareceser que la regulacióndel sistemaIR-RNasapodría mantenersede forma
norínal en un estadoequivalenteal de la primera partedel tratamientocon OrNE, permaneciendo
el IR unido siemprea la RNasa. La necesidadpor partede la célulade actividadribonucleolíticaen
deteríninadassituacionesmetabólicasnormales,conduciríaa la aparicióntransitoriade complejo
activo, quepresumiblementepodríarevertir aun estadode inactividad de la RNasacuandola célula
dejara de necesitartal actividad enzimática. Sólo estadosfisiológicos extremadamenteoxidantes
conduciríana la activación del 100 % de la actividad RNasapotencial de la célula. La propia
moléculade RNasaunida al IR conduciríatanto el procesode oxidación funcional del IR, como
posibícínentesu reactivación,sirviendocomo “molde” que ayude al IR a recuperaruna estructura
funcional duranteel procesode reducciónde los puentesdisulfuro.

Porel muomentono ha sido demostradainequívocamentela reversiónreal de la inactivación
del IR dentro del complejo. En estesentido, sólo cabemencionarla reversiónconseguidamediante
el empleo de un agentequímico fuertementereductor,como es el DTT. Por el contrario, hastael
muomento no hemos conseguidola reactivacióndel IR que ha alcanzadoun grado máximo de
oxidación.
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Aún considerandoque, como hemos visto, el mecanismode inactivación que sigue el
complejoIR-RNasacuandose oxida conDTNB podría servirco¡no mecanismode regulaciónde dicho
sistema in vivo, hay que comuprobarcúal es la respuestade dicho complejo a la oxidación por
compuestosdisulfuro biológicos, tales como GSSG, cistamina o cistina, que, en definitiva, son
quienesrealmentese van a encargarde llevar a caboesaregulación.

Para comprobarlo,sometimosa diferentespreparacionesde complejo LR-RNasa a sendos
tratamientosincubandola proteínacondistintasconcentracionesen excesode los compuestosarriba
mencionados,y dejandoa la mezclade reacción evolucionaren el tiempo. La reacciónfue seguida
midiendola pérdidadeactividadinhibidora.Las concentracionesdelosreactivosfueronseleccionadas
en flínción de la velocidadde reacciónque cadauno de ellos presentaba,puestoque se trató de
comupletarla curvade inactivaciónen un solodía, por un doblemotivo: a lo largo de un díapodíamos
asegurarel perfectomantenimientodel complejocii las condicionesde trabajo,garantíaque se iba
perdiendoa tiempossuperiores,y, por otro lado, de este modo podíamosseguirexperimentalmente
la pérdidatotal de actividad inhibidora ensayandoalícuotasa lo largo de todo el tratamiento.

El primer datoqueya resultabapositivo, fue el hechode encontraren el complejoIR-RNasa
umia respuestabifásica a la inactivación por estos compuestosdisulfuro, ya que apoya el modelo
propuestoanteriomentecomo mecanismode inactivaciónfisiológica del IR. En todos los casos,la
primera de las fases conducía a la activación de aproximadamenteun 15 Yo de la actividad
ribonucleolítica total presenteen las mezclasde reacción. En la segundafase se completabala
activacióntotal de la RNasa.

Estecomportamientogeneralera tambiénobservadoparael caso de los tratamientoscon
GSSC, aunquela segundade las etapasresultó ser tan lenta, que limitaciones experimentalesno
perínitieronabordarsuseguimiento(verel apartadocorrespondienteen Resultadosy Discusión).Tan
solo con las concentracionessuperioresde reactivoempleadaspudimosdiferenciarlas dos fases,si
bien la segundade ellas solamentela pudimosseguiren suscomienzos.Por estemotivo, en el caso
del GSSG nada más hemoscalculado el valor de la constantek1. El valor de k2 resultaser tan
pequenoque suponemosno tengareflejo fisiológico alguno.

La realizaciónde tratamientosa diferentesconcentracionesde cadauno de los compuestos
disulfuro biológicos,nos permitió calcularlas constantescinéticasquegobiernancadaunade las dos
fases,paracadauno de dichosreactivos.La Tabla IX regogelos valores obtenidosen los trescasos.

Si comparamos los valores de las constantesobtenidospara los distintos compuestos,
observamnosque existeuna relaciónentredichosvaloresy la carganetadel reactivoempleado.Los
valores máselevadoslos presentala cistamina,que al pH al quetranscurreel tratamiento(pH = 8.0)
presentauna carganetapositiva, a continuaciónla cistina, con carganeta cero, y, por último, los
valoresmuásbajos lospresentael GSSG,concarganetanegativa.La justificaciónde estosresultados
reside cmi el hecho de que la mayor parte de los residuosde cisteina de la molécula de IR se
encuentranlocalizadosen microentornoscargadosnegativamente(ver secuenciade aminoácidos),por
lo que la reaccióncon compuestoscon cargapositiva se ve favorecidafrente a la reaccióncon
aquellosque presentancarganegativa. Estainfluencia, como es lógico, se deja sentir tanto en los
valoresobtenidosparak1 como en los de k,.

Ante la comparaciónde los valores de las constantescinéticasobtenidos,cabehacersela
preguntade cuál de todosestoscompuestoses el que, in vivo, podríasoportarde formaprioritaria
la regulacióndel sistemaIR-RNasa. En principio pareceríalógico pensarquedicharegulaciónfuera
llevadaa cabofundamentalmentepor la cistamnina,ya que es el compuestomás eficaz a la hora de
interaccionarcon el complejo. Por el contrario,el GSSGpareceser un dudosocandidatoparallevar
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a cabodicha actividad.

Sin embargo,hay que teneren cuentacualesson las condicionesrédox que se dan en una
célula, en condiciones normales. Como ya hemos dicho (ver Introducción), el par rédox más
abundante,con mucho,esel formadopor el glutationreducidoy su correspondienteformaoxidada,
hastael punto de que se sueleidentificar al estadorédox del medio con la relaciónGSI-t/GSSG.La
hipótesis de Cilbert relacionael nivel de actividad de múltiples enzimas, así como el estado
muetabolicocelular, con los valoresque toma dicharelación. Por tanto, muy posiblementelos pares
rédox formadospor cisteina/cistinay por cisteamina/cistamina,a pesarde serpotencialmentemás
eficacesen la reaccióncon los gruposSH del complejoIR-RNasa,no lleguen a soportarel pesode
la regulación fisiológica de dicho sistema.Para poder definir con precisiónla influencia de esos
equilibrios rédox en la regulacióndel complejo,seríanecesarioconocerlas concentracionesdedichos
compuestosen la célula.

Las concentracionesde cistaminay de cistinafisiológicasno estánbiendeterminadas,pero,
en cualquier caso, las empleadasen los tratamientos aquí realizados eran considerablemente
superiores.En el casodel GSSG, las concentracionesutilizadasson del ordende las concentraciones
de glutation totalesque existenen la célula. No obstante,en condicionesfisiológicasnormales,no
más del 3 Yo de él se encuentraen forma oxidada.

Parece,por tanto, que el par GSH/GSSG,a pesarde ser el más abundante,es un mal
candidatoa ejercerla inactivacióndel IR por sí mismo. Su reacciónespontáneacon los grupos 51-1
de estaproteínaes tan lenta, que incluso, no sólo parecepocoprobableque la oxidaciónreal del IR
pasede la primera de las etapasdescrita,sino que la regulaciónen estaprimera faseresultaríatan
lenta,quedifícilmenteserviríacomomecanismode adaptaciónrápidadel sistemaalos requerimientos
fisiológicos.

No obstante,a lahorade considerarlas reaccionesrédox en las queparticipael glutation,hay
que teneren cuentaque dichas reaccionesin vivo no suelentenerlugar de forma espontánea,sino
catalizadaspor enzimastioltransferasas.Estacatálisis podría imprimir a la reacción la velocidad
necesariacomo paraquetuviera realmentesignificación fisiológica.

Otra posibilidada lahorade llevar acabola inactivacióndel sistemaIR-RNasain vivo, podría
ser que las reaccionesde intercambio tiol/disulfuro en las que participa dicho sistema fueran
establecidascon los parescisteamina/cistaminay/o cisteina/cistina,ya que dichas reaccionesse
encuentranfavorecidascon relación a las del glutation. Sería éste compuestoquien, en último
término,determinaríael estadodelequilibrioen los dos paresrédox primeros.Segúnestemecanismo,
el estadode oxidacióndel sistemaIR-RNasavendríadeterminadorealmentepor el glutationcelular,
utilizando a los paresrédox cisteamina/cistaminay/o cisteina/cistinaa modode catalizadoresde las
reaccionesde intercambiotiol/disulfuro.

Comuoconclusiónfinal, pareceserqueel mecanismopropuestoparala inactivaciónfisiológica
del IR del sistemaIR-RNasa es válido, si bien no queda claramentedeterminadocuales son los
compuestosque realmenteparticipanen las reaccionesde intercambiotiol/disulfuro que implica.
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MÉTODO PERMANENTE DE TINCIóN NEGATIVA CON ZINC PARA LA DETECCIÓN
Y CUANTIFICACIóN DE PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los resultadosque a continuación se exponen n~ son una consecuenciadirecta de la
investigaciónen muarchasobreel IR. Son,sin emubargo,unaconsecuenciaindirectade la muisma.En
efecto, en el curso de esta investigación fue necesariollevar a cabo electroforesisy posterior
electrotransferenciade los péptidosa membranas.Mientras se hacía esto, apareciópublicado un
mnétododetinción negativabasadoen el zinc, queperínitíala visualizaciónde las proteínasenel gel
de poliacrilamida de forína previa a la transferencia(Ortiz et al., 1992). Ello era posiblepor el
carácternegativode la tinción, quese traduceenque las proteínasno resultanteñidas,lo queperínite
su posteriorprocesamientosin ningunainterferencia.La visualizaciónseconsigueporque,adiferencia
de las posicionesocupadaspor las proteínas,el resto del gel sí queresultateñido.

Si a la ventaja de visualizar las proteínasantes de su transferencia(sólo se sometena
transfem~enciaaquellasporcionesdel gel en quese localizan las proteínasde interés),se une la buena
sensibilidadde estosmétodosdetinción negativa,y la rapidezde su desarrollo,se entenderáel interés
de los níismos en un laboratorio comno el nuestro,dondela realizaciónde PAGE es unapráctica
cotidiana.

Al incorporarel métododescritoen nuestrasmetodologíasdetinción, encontramosunaserie
de inconvenientes y artefactos, cuya solución requirió un estudio detallado del mísmo.
Adicionalmente, nos propusimosmodificar el método a fin de conseguirque la tinción fuese
perínanentey no, como ocurría en el método descrito, que se desvanecieracuando los geles se
secaban.La idea queguiabaesteúltimo propósitoeraobtenerprovechodel carácteruniversalquese
ha de esperar de estos métodos de tinción, en términos de cuantificación de proteínas por
densitomnetradodelos geles.En efecto,adiferenciade losmétodosclásicos(v.g.: azul de Coomassie,
tinción con plata), en los que la intensidadcon la que se tíñe cada proteínano dependesólo de la
cantidad de la misma, sino tambiénde su particular composición,en las tinciones negativaslas
proteínasno resultanteñidas;no cabeesperar,por tanto,una “no tinción” diferenteen función de la
comuposiciónaminoácida.Estaventajano era, sinembargo,aprovechable,dadoqueeldensitometrado
con fines cuantitativossuelerealizarsesobregelessecos,y enel secadose pierdela tinción negativa.

Comno resultasde todo lo anterior, nos pareció interesanteabrir un paréntesisen nuestra
investigaciónsobreel IR, conel fin decentrarnuestraatenciónenestosaspectosmetodológicos.Así,
hemnosconseguidoponer a punto un procedimientopermanentedetinción negativa,cuyo protocolo
apareceen la Parte Experimental.A continuaciónse discutenlos aspectosmás relevantesde esta
investigación,y se muestranlos resultadosque tal métodoproporciona.

Consideracionesexperimentalessobreel urotocolo

El ¡nétodo publicadode tinción negativaa que se ha aludido (protocoloen Tabla X) (Ortiz
et al., 1992), se basaen la precipitaciónde un complejode imidazol-zincen las capassuperficiales
del gel de poliacrilamida. De estaprecipitaciónsesalvanaquellasposicionesen que se localizanlas
proteínas.El gel, una vez teñido, tomaun aspectoopacoy blanquecino,quedandotransparenteslas
bandasde proteína.Esteprecipitadoblancose vuelvetransparenteal secarel gel, perdiéndoseasí el
contrasteentre fondo y bandas. Para eliminar este inconveniente,procedimosa estudiarcómo
mundificar la naturalezadel precipitado,de forma queno setransparentaraal secarse.Nos interesaba
utilizar algunareaccióncoloreadadel zinc que “virase” el color blanco del fondohaciaalguna
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TINCIÓN NEGATIVA PREVIAMENTE DESCRITA

Paso Solucióma Tipo de gel Tiempo

Inaidazol 0.2 M -SDS 0.1 % Gel de acrilarnida 18 % -SDS 5 níimí.

Gel de agarosa1 % sin SDS lO miii.

-SDS 0.5 % Gel de acrilamida 5 % sin SDS 15 niin.

2 Zn,8040.2-0.3 M 5-15 seg.

3 H20 Indeterminado

uNCIÓN REVERSA OPTIMIZADA Y VIRME POSTERIOR

Paso Solución Tipo de gel Tiempo

Tincién Reversa

1 Na2CO3 1 % Gel de acrilamida 12.5-15 % 5 miii.

•2 Imidazol 0.2 M -SDS0.1 % 15 mm.

3 H20 10 seg.

4 Zn2SO40.2 M 40 seg.

5 1120 10 seg. x 2

5 mm. x 2

Viraje

6 Solución(A) + Solución (B) (1:1) 4 mm.

7 H20 10 seg.

8 Solución(B)+Solución (C) (1:1) 2-5 mm.

Tabla X. Protocolosdel métodode tinción negativacon zinc publicado(Ortiz eral., 1992),y
del métodomodificadodescritoen esta Memoriajunto con el posteriorpasode viraje.
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tonalidadoscura;de estaforma aumnentaríael contrastecon las bandastransparentesy, por tanto, la
sensibilidad.

Con tal finalidad eradeseablequela aplicacióndel ¡nétodode tinción negativaproporcionase
gelescon bandascompletamentetransparentesy bien contrastadasrespectoa un fondo lo másdenso
posible. Sin embargo, la aplicacióndel métodode tinción negativa que se recogeen la Tabla X
proporcionabacierta variabilidaden los resultados,que afectabaal posteriorviraje del precipitado.
En la Tabla Xl se describenlos artefactosmuás frecuentemnenteencontrados,así como sus posibles
causas.

Parala optimización posteriordel viraje, fue preciso,a su vez, optimizar el propio ¡nétodo
de tinción negativa. En la mismna Tabla X se especificanlas muodificacionesintroducidascon esta
finalidad en el métodooriginal de tinción conzinc.

Cuandoel tiempo de incubación del gel con la disoluciónde zinc es demasiadocorto, el
¡esultadoes el esperado:precipitadosdemasiadotenues.Sin emubargo,cuandose alargael tiempode
incubación, toda la superficiedel gel, incluyendo las bandasde proteína, se cubre con un velo
blanquecino;si continúaprolongándosela incubación,el precipitadose atenúae inclusopuedellegar
adesaparecer.Aparentementese trataderesultadoscontradictorios,yaquepor accionescontrapuestas
se llega a lo rnismno: gelescon pococontrasteentrebandasy fondo. Un estudiomás detalladode la
¡-cacción de precipitaciónen tubos de ensayo,puso de muanifiesto que un excesode zinc puede
í-edisolverel precipitadoque ¡nicialmentese forma entreel imidazol y el zinc. La razónse encuentra
en que el precipitado imidazol—zinc es soluble en medio ácido, y en que el catión zinc es,
precisamente,un ácidode Lewis.

Por tanto, pareceríamás convenientela utilización de disolucionesde zinc más diluidas de
lo que se habíadescrito(ZnSO4 0.3 M. Ortiz a aL, 1992). Así, con ZnSO,50 mM ciertamentese
obtenían fondos mnás densos,pero ello era a costa de alargar el tiempo de incubaciónen esta
disolución,dandooportunidadal imidazol embebidoen el gel a difundir fueradel mismo. En suma,
se provocaba la formación de un velo superficial como consecuenciade cierta precipitación
indiscrimninadaen toda la superficiedel gel.

Todo lo expuestosugeríaque debíaalcanzarseuna buenatinción negativacuandoel frente
de precipitacióndel complejoimidazol-zincseformaracon la suficienterapidezy en unaprofundidad
adecuadadentrodel gel. Este frentede precipitaciónes el resultadodel encuentrode dos frentesde
difusión: haciaafuera,el del imidazol emubebidoen el gel,y haciaadentro,el del zincde ladisolución
queprovocala tinción. Es precisoque estaúltima disolucióntengaunaconcentraciónadecuadapara
quesu difusión haciael interior del gel seamás rápidaque la difusión del imidazol haciaafuera.De
esta forma se conseguirá“retener” todo ese imidazol embebido, y, por tanto, se aseguraráuna
precipitación suficientementeintensa. La mayor concentraciónde zinc en la superficie del gel
redisolverá cualquier precipitado que ahí se forme como consecuenciadel imidazol que,
incomitroladamente,hayapodido salir del gel. Adicionalmente,es precisocontrolarcuidadosamente
el tiemupo de incubacióncon estadisolución de zinc, en el sentido de detenerinmediatamentela
incubación, una vez que se haya conseguidoun buen contrasteentre las bandasde proteína
transparentesy un fondo blanco suficientementedenso. Alcanzadotal punto, el único efecto de
mantenerel gel teñido en contactocon la disoluciónde zinc, es la redisoluciónpor estecatión del
precipitado,con lo queello suponedepérdidade contrastey sensibilidad.

En sumna, la obtencióndebuenosresultadosen la tinción negativacon zinc, con vistas a un
buenprocesode viraje, requiereencontrarunasolucióndecompromisoen lo que a concentraciónde
la disolución de zinc y tiempos de incubaciónen ella se refiere. Tal y como se describeen “Parte
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Experimental’\ hemosencontradoque los resultadosóptimos se consiguencuandose empleauna
disolución 0.2 M ZnSO4 y un tiemupo de incubación entre 30 y 40 segundospara geles de
poliacrilamnida el 12.5—lS Yo. Geles con diferente concentraciónde acrilamida requerirándistintos
tiemposde incubación,en la medidaen queel porcentajede acrilamnida influye en ladifusión de los
reactivos,la cual es el factor clave en el reveladodel gel.

Por otra parte, la fácil redisolucióndel precipitadode imidazol-zincen medioácidonos llevó
a considerarla convenienciade asegurarun pH ligeramnentealcalinoen el gel de poliacrilamida. La
uniformidad del pH en todo el gel debía,ademnás,asegurarla formación de un fondohomogéneo.De
hecho,si no se tomnan precaucionesal respecto,el fácil obtenergelesirregularmenteteñidos,como
consecuenciade la inevitable formación de frentesde electroforesis. Estosson atribuibles a una
desigualsustitución del tamupón tamupón de polimerización (pH =6.8 para el gel concentrantey
pH =8.8 parael gel separador)por el tamupónde electroforesis(pH =8.3), duranteel desarrollode
ésta.A clIc> hay que unir queel tampónde eleetroforesiscontieneglicocola, lacualtienepropiedades
quelantesparael zinc.

Amubos factores, desigual pH y presenciade frentes de glicocola, interfieren en la
precipitacióndel zimic. La incubaciónpreviacon Na~CO,contribuyea alcalinizarde manerauniforme
el gel, a la vez que, duranteella, se elimnina la glicocolaquepudieraquedarretenidaen el reticulado
de poliacrilamida. El resultadoes la consecucióndeuna tinción negativafinal muchomásadecuada
para el posteriorviraje.

Ya se ha comprobadoparaotros ¡nétodosde tinción negativaque el SDS (presentetanto en
el tampón de polimerizacióncomo en el de electrotoresis),contribuyeal carácternegativode la
tinción (Ortiz a al., 1992)). De hecho,laausenciade SDSpuedetraducirseen la aparicióndebandas
positivas. La incubaciónprevia con NatO, haceque los niveles de SDS disminuyanen el gel de
poliacrilamida. con la consiguienteaparición de bandas teñidas positivamente y con menor
sensibilidad.Estapérdidade SDS es inevitable durantela incubacióncon Na2CO-,, dado que no es
posible incluir el detergentejunto con la sal por la insolubilidadde aquélen ésta.No obstante,es
posiblerestituir los nivelesadecuadosdeSOSenel siguientepasode incubación(imidazol-SOS).Para
ello se ha comprobadoqueconvienealargaresta incubaciónrespectoa la originalmentedescrita.

El conjuntode modificacionescomentadaspermitemejorar la sensibilidadde la tinción con
zinc en comparacióna la que se alcanzacon los métodosdescritoshastael momento(Ortiz et al.,
1992; FernándezPatróna al., 1992). Así, es posibledetectarbandascorrespondientesa 5 ng de
proteínacargada(figura 47). En condicionesnormalessealcanzansensibilidades10 vecessuperiores
a las quese obtienenconel azul de Coomassie.Además,los gelesasíteñidos se puedenfotografiar
de forma convencionalmediante iluminación directa, sin necesidadde condicions especialesde
iluminación oblicua, comno se ha descritoparala tinción negativa (Lee a al., 1987; Ortiz et aL,
1992). Quizá esta iluminación oblicua seaun requisito impuestopor la formación de velo en la
superficiedel gel, atribuible,como se ha comentado,a una inadecuadaincubaciónconel zinc.

Optimizadala tinción negativa,se pudo abordaren mejorescondicionesel estudiosobreel
“viraje” del precipitado imidazol-zinc. Se estudiaron diversas reaccionescoloreadasdel zinc,
encontrándosequeel parrédox ferricianuro/o-tolidinaproporcionabalosmejoresresultados.El anión
ferricianuroes capazde oxidar a la o-tolidina, originandoun productode color azul, a la vez queél
se reducea ferrocianuro(Burriel et al., 1985). Por si sola, esta reacciónes muy lentae incompleta,
pero, en presenciade Zn

2~, el ferrocianuroformado precipitacomo Zn4Fe(CN)
6], incrementando

el potencialde oxidacióndel ferricianuroy acelerandoasí la reacciónrédox.Además,el precipitado
adsorbeel par ferricianuro/o-tolidina, lo queaumentala sensibilidaddela reacciónal intensificarel
color. Estepuede fluctuar entrediferentestonalidades,dependiendode la intensidadcon la que se
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produzcalaadsorcioncomnentada.Por su parte, tal adsorciónserátanto muás importantecuantomás
rápido sc produzcael correspondienteprecipitado.La conclusiónde todo lo anteriores queconviene
tijar condicionesexperimentalesque asegurenuna velocidad elevadade la reacción rédox, y así
conseguiruna mayor adsorcióny un color más intenso.

La aplicaciónde esta reaccióncoloreadaa los gelesteñidosnegativamentecon zinc permite
conseguirel viraje deseado,y. ademnás,el fondo asívirado se mantieneal secar los geles. Por su

parte, las bandasde proteína permanecentransparentes,a lo sumo amarillean ligeramente.Sin
embargo,unaaplicacióndirectade la reacción¡nencionadano proporcionavirajesrepetitivos.Se hizo
necesario.igualmente.optimizar tal reaccióncoloreada,adecuándola-al particular sustratosobreel
que ha de producirse:el reticuladode poliacrilamida. Esteimupone restriccionesa la difusión de los
reactivos,con lo queello imnplica de limitación de la velocidadde reacción,y, por ende,reducción
en la intensidaddel viraje.

Afbrtunadamnente,las propiedadestamponadorasdel imidazol presenteen el precipitado
ayudana compensarestaslimitacionesa ladifusión de los reactivos.En efecto, la incubaciónconel
par ferricianuro/o—tolidina de los gelesteñidosnegativamenteno es suficienteparadesencadenarla
reaccion coloreada.Tal reacciónsólo se produceen medio ácido, y el imnidazol, por tanto, la evita
al mantenerel gel a pH neutro. De estaforma, el mencionadopar rédox puede ir difundiendoal
interior del gel hastaque alcanceen él concentracionesadecuadas.Sólo en ese momentoresulta
procedenteque se desencadenela reacciónrédox, puestoque se darán los condicionantesparaque
ésta progresecon la rapideznecesaria.El desencadenamientode la reacciónse consigueanulando
rápidamentela capacidadtamponadoradel imidazol, paralo cual comprobamosqueel l-I,S04 erael
ácido más conveniente.Este ácido, además,disolverá transitoriamenteel complejoimidazol-zinc,
liberandoel catión metálicoparasu participaciónen la reacciónrédox.

Conviemie recalcarquetodasestasconsideracionesexperimentalesson decrucial importancia
para alcanzarun buen viraje final. La intensidaddel color virado está íntimamenteligada con la
rapidezde la reacciónrédox.Si éstaprogresalentamente,laadsorcióndel parferricianuro/o-tolidina,
y, por tanto el viraje, seránmuy pobres(marróno, a lo sumo, azul-verdoso),y proporcionaránpoco
contrastecon las bandasque permanecentransparentes.Tal resultadoya no seráposteriormente
modihcable,puestoquela adsorciónsólo se producedurantela reacciónrédox.

Como un factor más que contribuye a aumentarla intensidad del tono final, hemos
comprobadoqueconvieneincluir o-tolidinaen el medio ácidofinal. La razón radicaprobablemnente
en un incremento adicional en la velocidad de la reacción. Por el contrario, la inclusión de
ferricianuroen esemediono dio buenosresultados,debidoaque seproducíaunaprecipitaciónmuasiva
en la propiadisolución, lo que conducíaa virajesmuy pobresen el gel.

Sensibilidad

Comoilustración de losresultadosquepuedenobtenerseconel métododiscutido,en la figura
47 se muestranfotografías de geles a los que se ha aplicado, o el método de tinción negativa
modificado por nosotros(C), o el método de tinción negativaseguido de viraje (A), o los dos
procedimnientosanterioresy posterior secadodel gel (D). Asimismo, a efectos comparativos,se
¡nuestraun gel cargadoigualmentecon un kit de proteínaspatrón, y que fue teñido en la forma
convencionalcon azul de Coomassie(B).

La comparacióndenuestrométododetinción conel de azulde Coomassieponede manifiesto
la diferenteespecificidadde ambos.En efecto,estoskits de proteínaspatrónson formuladospor el
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fabricante de forma que las diferentes proteínasse tiñan con similar intensidad por el azul de
Coomassie.Dado que estecoloranteno interaccionapor igual con las diferentesproteínas(muestra
más afinidad por las proteínasbásicas), la formulación es desigualparacadauna de las proteínas
presemites.Estehecho quedapuestode manifiestoen la diferente intensidadcon que las proteínas
aparecenen la tinción miegativa (figura 47 A), lo cual constituye,cuandomenos, una pruebade la
diferenteespecificidaddel métodode tinción negativaen comparaciónconel de azul de Coomassme.
Aparte de estas diferencias en especificidad,en la figura 47 tamubién queda patente la mayor
sensibilidaddel métodode tinción negativa+ viraje, en comparacióncon la tinción por el azul de
Coomassme.

A fin de verificar estos aspectosrelativosa la especificidady a la sensibilidaddel método
descrito, se han llevado a caboelectroforesisde ¡nezcías igualmente formuladasen tresproteínas
difementes:ovalbúmnina,inhibidor de tripsina y lisozimna (figuras C y D).

Cuamitificaciónde proteínas

Tras los procesosde virado y secado,se evaluó la relación existenteentre la cantidad de
proteína cargada y su respuestaa la tinción mediante densitomentradodel gel en el modo
transmitancia.Teniendoen cuentaque el cromóforoa evaluarestáasociadoal fondo del gel y no a
las bandasde proteína,es lógico pensarquela cantidad de proteínaen cadabandaesté relacionada
con su grado de transparenciao transmitancia.

A fin de llevar a cabo tal densitometradoen condicionesde máxima sensibilidad,se procedió a
camacterizarel cromóforo resultantetras el virado, y que da cuentadel color que toman los geles.
Paraello se registróel espectrode absorciónen la región del visible de unazonadel gel carentede
proteínas.En la figura48 se mnuestraun espectrotípico, en el que se puedeobservarun máximo de
absorcióna 580 nm. Por tanto, los densitomnetradosse realizaronregistrandotransmitanciaa esta
longitud de onda. La aplicacióndel procedimientode tinción negativay posteriorvirado, tal como
sedescribeen la ParteExperimental,permiteobtenerde forma repetitivagelesteñidoscuyosfondos
no muestrandiferenciassignificativasen sus espectrosde absorcióncuandose comparancon el de
la figura 48.

En la figura 49 se muestranperfilestípicosde transmitanciaobtenidostrasdensitometrardos
callesde un gel en las que se aplicarondiferentescantidadesde la mezclade tresproteínasdescrita
anteriormuente,en concreto,750 y 75 ng de cada unade las proteínas,respectivamente.Aunque la
citada mezcla contiene la mismna cantidad de las tres proteínas,en la línea de 750 ng se puede
observarunarelación inversaentrelas áreasde los picos y su movilidadelectroforética.En cambio,
estefenómenono se observaen la línea de 75 ng, dondetodoslos picos tienenáreassimilares.

La integraciónde los picos de transmitanciapermitió establecerla relaciónentreáreade las
bandas,en unidadesde transmitancia, y la respectivacantidad de proteínacargada.Tal relación
aparecerepresentadaen la figura 50. En el intervalo de 10-100 ng, las tres proteínasestudiadas
muestranuna mismadependencialineal entreáreay cantidad aplicada,lo que indicaque la tinción
negativaes independientede sus particularescomposicionesde aminoácidos.Cuando se aplicanen
el gel cantidadesde proteína superioresa 100 ng, se puedeobservarunapérdidade linealidad.
exhibiendocadaunade las proteínasun diferentecomportamiento.

Estoshechosse puedenexplicarcomounaconsecuenciadela diferentecapacidaddedifusión
de las proteínasestudiadas:cantomayor es el pesomolecular,menor serála difusión a travésde la
muatriz de poliacrilamida. De estemodo, una proteínacon una movilidad electroforéticareducida,
dará,tras la tinción, unabandaestrecha(pocadispersión).Por el contrario, unaproteínaconmayor
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movilidad electroforéticaaparecerácomo unabanda¡nás ancha.Esto se traduciráen que las bandas
de las proteínasde menormovilidadmostraránunaespeciede saturaciónen su transparencia,mientras
que las de mayor muovilidad, debidoa su mayor difusión, proporcionaránpicos de transmitanciade
mnayor anchura,cuyasáreasaún conservanla relación lineal con la cantidadde proteínacargada.

En conclusión, este método de tinción negativade geles de poliacrilamida permite la
cuantificación,de forma universal, de cantidadesde proteínainferiores a 100 ng. Paraello, basta
disponer de una recta de calibradoobtenida con cualquierproteína disponible. Para cantidades
superioresa estevalor, la cuantificaciónde cadaproteínarequiereunacurvadecalibradopropia,en
la quese refleje su peculiardifusibilidad a travésdel gel de poliacrilamida.
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Figura 48. Espectro de una porción carente de proteínas de un gel PAOE-SDS teñido con zinc y posteriomente virado, siguiendo
el protocolo descrito el ¡a Tabla X.
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Figura 50. Recta de calibrado que É~I~d8A~9asC9F&~Uá8íC~q,~cos de las medidasde
transmitanciay las cantidadesde proteínacargadas.En la figura interior se muestrala zona
lineal de las representacionesanteriores.(o), ovoalbúmina. (y) inhibidor de tripsina, (E)
lisozimade huevode gallina.
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