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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es 
la forma de demencia más común en la 
edad adulta. Se manifiesta con la pérdida 
progresiva de la memoria a medida que 
las neuronas en la corteza cerebral y el 
hipocampo mueren. En todas las formas 
de EA se evidencia aumento de la ex-
presión de diferentes proteínas, así como 
la presencia de agregados insolubles de 
péptido-β-amiloide (PBA). La glutamina 
sintetasa (GS) es una enzima clave en el 
metabolismo del glutamato y en la detoxi-
ficación de amonio (NH4+). Previamente 
se ha reportado una posible interacción 
GS-PBA que puede estar asociada con 
EA. En este trabajo se realizó la purifica-
ción de la enzima cerebral de rata a partir 

de un extracto sometido a precipitación 
fraccionada con (NH4)2SO4 del 20-60 % 
de saturación y posteriormente a través 
de cromatografías sucesivas de filtración 
en gel, intercambio iónico y afinidad. El 
peso molecular del complejo fue calcu-
lado en 137 kDa por el orden de elución 
en la columna de filtración. Se identi-
ficó interacción de la enzima con PBA 
1-40, lográndose la purificación de una 
sola banda de 45 kDa, correspondiente a 
la forma monomérica de la GS. En este 
trabajo se presenta un nuevo método de 
purificación de la enzima y se demuestra 
la interacción de GS con el PBA. Se pro-
pone que esta interacción GS-PBA puede 
ser uno de los procesos que se presentan 
en la enfermedad al explicar la reducción 
de la actividad de la enzima en pacientes 
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con EA, ya que podría alterar el ciclo 
glutamato-glutamina y generar cambios 
en el entorno celular que favorecen ex-
citotoxicidad por glutamato típica de los 
procesos de neurodegeneración. 

Palabras clave: glutamina sintetasa, 
purificación de proteínas, péptido beta 
amiloide.

ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most 
common form of dementia in adulthood; 
it is manifested by the progressive loss of 
memory since neurons in both cerebral 
cortex and hippocampus die. In all the 
forms of AD is observed the increased 
expression of different proteins, as well 
as the presence of insoluble aggregates 
of β-amyloid peptide (BAP). Glutamine 
synthetase (GS) is a key enzyme in the 
metabolism of glutamate and in the de-
toxification of ammonium (NH4+). A 
possible interaction GS-PBA has been 
previously reported and it can be asso-
ciated with AD. In this work we per-
formed the purification of the enzyme 
from rat brain extract subjected to frac-
tional precipitation 20-60  % saturation 
with (NH4)2SO4, and thereafter through 
successive chromatographies of gel fil-
tration, ion exchange and affinity. The 
molecular weight of the complex was 
calculated at 137 kDa by the order of 
elution in the column filtration. The in-
teraction of the enzyme with 1-40 PBA 
was identified, achieving the purification 
of a single band of 45 kDa corresponding 
to the monomeric form of the GS. In this 
paper we present a new method of the 
enzyme purification and we demonstrat-
ed the interaction of GS with the PBA. 
We propose this interaction GS-PBA can 

be one of the processes that occur in the 
disease and it could explain the reduction 
in enzyme activity in patients with AD, 
since it might alter the glutamate-gluta-
mine cycle and generate changes in the 
cellular environment which favor gluta-
mate excitotoxicity typical of neurode-
generation processes.

Key words: Glutamine syntheta-
se; protein purification; beta amyloid  
peptide.

RESUMO

A doença do Alzhéimer (DA) é a forma 
mais comum de demência na idade adul-
ta, que se manifesta pela perda progres-
siva da memória, já que os neurónios em 
córtex cerebral e hipocampo morrem. Em 
todas as formas de AD é observado o au-
mento da expressão de proteínas diferen-
tes, bem como a presença de agregados 
insolúveis de β-amilóide péptido (BAP). 
Glutamina sintetase (GS) é uma enzima 
chave no metabolismo do glutamato e na 
desintoxicação de amónio (NH4+). Uma 
possível interacção GS-PBA foi relatada 
anteriormente e pode ser associada com 
o AD. Neste trabalho, foi realizada a pu-
rificação da enzima a partir do extrato do 
cérebro de rato e foi submetido a precipi-
tação fraccionada com (NH4)2SO4 de 20-
60 % de saturação e, subsequentemente, 
através de cromatografias sucessivas de 
filtração em gel, permuta iónica e de afi-
nidade. O peso molecular do complexo 
foi calculado em 137 kDa por ordem de 
eluição na filtração de coluna. A interac-
ção da enzima com 1-40 PBA foi identi-
ficada, alcançando a purificação de uma 
única banda de 45 kDa correspondente 
à forma monomérica do GS. Neste arti-
go, apresentamos um novo método de 
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purificação da enzima e demonstramos a 
interação da GS com o PBA. Propomos 
que esta interacção GS-PBA pode ser um 
dos processos que ocorrem na doença e 
pode explicar a redução na actividade da 
enzima nos pacientes com o AD, uma vez 
que poderia alterar o ciclo de glutamato-
glutamina e gerar alterações no ambiente 
celular que favorecem a excitotoxicidade 
típica do glutamato nos processos de neu-
rodegeneração.

Palavras-chave: Glutamina sinte-
tase; purificação de proteína; peptídeo 
beta-amilóide.

INTRODUCCIÓN

Las enfermedades neurodegenerativas, y 
en especial las demencias, afectan a mi-
les de personas de forma creciente de-
bido al aumento de la esperanza de vida 
de la población, lo que hará que la pre-
valencia de estas patologías sea mayor 
en los próximos años. La enfermedad de 
Alzheimer (EA) se caracteriza por una 
pérdida progresiva de la memoria y de 
otras capacidades mentales a medida que 
las neuronas en la corteza cerebral y el 
hipocampo se atrofian y mueren (1). Las 
lesiones típicas extracelulares son las pla-
cas seniles (PS) o amiloides, cuyo princi-
pal constituyente es el péptido β-amiloide 
(PBA). La secuencia DAEFRHDSGYE-
VHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL-
MVGGVV del péptido de 40 residuos 
(PBA 1-40) corresponde a una parte de la 
región hidrofóbica de la proteína precur-
sora amiliode (PPA 672-712) (2). También 
se pueden encontrar intracelularmente 
otras lesiones denominadas ovillos neu-
rofibrilares, que están compuestas por 
la proteína tau hiperfosforilada (3). Los 
depósitos de PBA y las alteraciones en su 

procesamiento son reconocidas en todas 
las formas de EA (4). El mecanismo de 
autoagregación, la cinética y la forma-
ción de complejos moleculares insolubles 
se conocen como la “hipótesis amiloide” 
(2, 5). Aunque la mayoría de grupos han 
enfocado sus investigaciones a entender 
las interacciones del PBA con proteínas 
neuronales, otros han reportado interac-
ciones con proteínas astrocíticas, que en 
condiciones patológicas pueden ser libe-
radas al espacio extracelular (6). La glu-
tamina sintetasa (GS) (E.C. 6.3.1.2) es 
una enzima astrocítica clave en el meta-
bolismo de los monómeros nitrogenados, 
y está involucrada en el balance metabó-
lico y el reciclaje de aminoácidos para 
el normal funcionamiento del cerebro 
(7). Los astrocitos cumplen diferentes 
funciones en el cerebro, como el man-
tenimiento de la homeostasis iónica, la 
compartimentación metabólica, el man-
tenimiento del reservorio de neurotrans-
misores y la protección de las neuronas 
contra la neurotoxicidad del glutamato 
(8). La GS cataliza la reacción entre el 
glutamato procedente de las neuronas y 
el amonio (NH4

+) para la formación de 
la glutamina con gasto de una molécula 
de ATP. La glutamina es liberada por los 
astrocitos de nuevo a las neuronas, que 
la emplean como precursor de glutamato 
en un proceso metabólico que se conoce 
como el ciclo glutamato-glutamina (9, 
10). En condiciones patológicas como 
EA se produce la activación de los as-
trocitos, pero sus funciones en la enfer-
medad aún no son bien entendidas. Sin 
embargo, parece que este proceso se 
encuentra íntimamente asociado con las 
vecindades de las PS, en donde se depo-
sita PBA. Adicionalmente, los astrocitos 
reactivos contienen diferentes formas de 
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PBA, y se reporta que estas células pue-
den degradar formas extracelulares del 
péptido (11, 12). Lo anterior sugiere un 
papel importante de estas células en la 
progresión de la enfermedad, ya que po-
drían intervenir en la acumulación y lim-
pieza de PBA. Usando modelos celulares 
se ha evidenciado la interacción de GS 
con el PBA, resultando en la inactivación 
oxidativa de la GS y en el incremento 
de la formación de radicales libres y el 
aumento de la neurotoxicidad del péptido 
(13). Estas observaciones sugieren que 
existe una relación entre la interacción 
de la enzima con PBA y la formación de 
la placa amiloide que podría evidenciarse 
con el compromiso en la toxicidad por 
NH4

+ (13). 

En este trabajo se utilizó como es-
trategia de purificación de la enzima la 
interacción de la GS y el PBA, propo-
niéndose un nuevo protocolo de extrac-
ción y purificación de la GS de cerebro 
de rata en el que se utilizaron, de forma 
secuencial, precipitación fraccionada con 
sulfato de amonio, filtración en gel, in-
tercambio iónico y cromatografía de afi-
nidad. En este último paso se inmovilizó 
el PBA 1-40 en un soporte de Sepharo-
sa-NHS y se purificó la enzima de una 
mezcla de proteínas, obteniéndose una 
banda correspondiente al peso molecular 
del monómero de la enzima. Esta inte-
racción GS-PBA resulta ser fundamental 
para explicar el mecanismo de patogéne-
sis de la EA.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material biológico

Se utilizaron ratas Wistar machos de seis 
meses de edad, mantenidas a una tempe-

ratura entre 20-25 ºC, con un ciclo luz/
oscuridad 12/12 h. Se alimentaron ad 
libitum con una dieta sólida estándar y 
en todo momento tuvieron acceso libre 
al agua. Los animales se sacrificaron por 
decapitación y se extrajeron rápidamente 
los cerebros intactos que se conservaron 
en baño con hielo hasta la preparación 
del extracto. 

Preparación del extracto

La extracción de la enzima se realizó 
modificando un protocolo previamente 
publicado (14). En un experimento típi-
co se procesaron aproximadamente 100 
g de cerebro en 150 ml de buffer HE-
PES 10 mM pH 7,4 con NaCl 137 mM; 
KCl 4,6 mM; KH2PO4 1,1 mM; MgSO4 
0,6 mM y EDTA 1,1 mM. Al buffer 
se le adicionaron los siguientes inhibi-
dores de proteasas: leupeptina (0,5 μg/
ml), pepstatina (0,7 μg/ml), fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (40 μg/ml) y 
aprotinina (0,5 μg/ml). Posteriormente, 
se homogenizaron en el mismo buffer y 
se centrifugaron a 18000 rpm por 1 h a 
4  oC. Bajo estas condiciones se obtuvo 
el sobrenadante (extracto crudo), que se 
utilizó para el proceso de purificación de 
la enzima.

Precipitación fraccionada con sulfato 
de amonio

El extracto crudo obtenido se precipitó 
con sulfato de amonio ((NH4)2SO4)  en 
el rango de 0 a 20 % de saturación (0-
20  %), luego se dejó reposar durante 
toda la noche y se centrifugó a 18 000 
rpm durante 20 min. El sobrenadan-
te del 20  % de saturación se precipitó 
nuevamente hasta el 60 % de saturación 
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(20-60  %), repitiendo el proceso ante-
rior. Se obtuvieron entonces al final dos 
precipitados (rangos 0-20 % y 20-60 % 
de saturación), y un sobrenadante con el 
60 % de saturación que fueron dializados 
contra agua desionizada y luego contra 
el buffer HEPES pH 7,4 a 4 ºC durante 
toda la noche. Al final la fracción de ma-
yor actividad se concentró por ultrafil-
tración, utilizando una celda de Amicon 
con una membrana de tamaño de poro 
(Cut-off) de 100 kDa, a fin de separar las 
proteínas de menor peso molecular. La 
solución se mantuvo en agitación cons-
tante a 4 oC.

Cuantificación de la actividad 
enzimática

La actividad de la GS se evaluó en todos los 
pasos del proceso de purificación median-
te la reacción de la γ-glutamiltransferasa, 
que cuantifica a 492 nm el producto 
(γ-glutamilhidroxamato) generado por la 
enzima. La concentración de proteína se 
determinó por el método del ácido bicin-
coninico (BCA bicinchoninic acid assay) 
(15, 16).

Inmunoensayos

La presencia de la enzima también fue 
evaluada por pruebas de elisa, para lo 
cual se sensibilizaron placas de 96 po-
zos con distintas fracciones, siguiendo 
el método publicado previamente (17). 
Para el ensayo se colocó 1 mg de pro-
teína por pozo en buffer carbonato 0,1 
M pH 9,6 durante 3 h a 37 ºC y durante 
toda la noche a 4  ºC. Se bloqueó con 
PBS-BSA (1,3 %), luego se incubó con 

100 ml de IgG anti-GS (1:5000) (gene-
rado en conejo) durante 1 h a 37 ºC. Se 
adicionaron 100 ml de IgG (anti-conejo 
peroxidasa) (1:1000) como anticuerpo 
de reconocimiento. Posteriormente, se 
reveló con ácido 2,2′ azino-bis (etilben-
zoatizoline)-6-sulfónico (ABTS). Se leyó 
la absorbancia a 405 nm en un lector de 
microplaca BioRad® Modelo 550. En 
cada paso se hicieron tres lavados con 
PBS-Tween 0,1 %.

Electroforesis

La preparación de los geles se realizó 
según el método descrito (18). En cada 
pozo se sembraron 10 mg de proteína 
disuelta en 5 ml de NH4HCO3 20 mM, 
más 5 ml de buffer muestra en condicio-
nes no reductoras. Se utilizaron geles de 
separación T12C2,5 y T5C2,5 para concen-
tración. Luego del corrido, los geles se 
colorearon con solución de Coomassie R 
250 0,1 %.

Ensayos cromatográficos

Filtración en gel

Una alícuota de 53 mg de la fracción con 
mayor actividad obtenida en los ensayos 
de precipitación se pasó por una colum-
na de Sephacryl S-300 (96 cm x 1,5 cm) 
equilibrada previamente con HEPES pH 
7,4 e inhibidores de proteasa. Se deter-
minó el peso molecular aproximado del 
complejo enzimático, comparando los 
volúmenes de elución para las proteínas: 
IgY (170 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbú-
mina (45 kDa) y tripsinógeno (24 kDa), 
con el de la fracción de mayor actividad 
de la enzima.
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Intercambio catiónico

Una fracción de 25 mg de proteína enri-
quecida con GS proveniente de la croma-
tografía de filtración en gel se colocó en 
una columna DEAE-Sepharosa (42 cm x 
1,5) equilibrada con HEPES pH 7,4 e in-
hibidores de proteasa. Luego se eluyeron 
las proteínas retenidas en la columna con 
buffer HEPES pH 7,4, usando un gra-
diente discontinuo de NaCl 0,2 M y 0,5 
M. Se colectaron las fracciones con ma-
yor actividad eluídas de la cromatografía 
de intercambio y se sometieron cromato-
grafía de afinidad. 

Cromatografía de afinidad

Se efectuó acople del péptido PBA 1-40 
con un soporte de sepharosa-NHS, para 
lo cual se modificó un protocolo previa-
mente publicado (19, 20). El PBA 1-40 
(4,5 mg) se disolvió en dimetilsulfóxi-
do (DMSO) y se mezcló con 1 ml del 
soporte sepharosa-NHS durante toda la 
noche a temperatura ambiente. Después 
se inactivaron los grupos que no reac-
cionaron agregando una solución de eta-
nolamina 0,5 M; NaCl 0,5 M a pH 8,3. 
El soporte se equilibró con HEPES pH 
7,4 e inhibidores de proteasa y se apli-
caron 10 mg de proteína provenientes de 
la cromatografía de intercambio iónico 
en una columna de 1 ml. Se recogieron 
las fracciones no retenidas y posterior-
mente se usó alta fuerza iónica (HEPES 

pH 7,4; NaCl 2 M) para eluir la proteína 
retenida.

Western Blot

Después de realizar la electroforesis en 
las condiciones previamente descritas, 
se hizo la transferencia de las proteínas 
en una membrana de nitrocelulosa por 
30 min, usando una cámara semiseca a 
condiciones de 2 V, 200 mA. Al termi-
nar la transferencia la membrana se blo-
queó con PBS-BSA 1,3 % por una hora a 
temperatura ambiente y luego se incubó 
con IgG (anti-GS generado en conejo) 
(1:5000) en PBS-BSA 1,3 % durante 1 
h a 37 °C. Luego se adicionó anticuerpo 
secundario IgG (anti-conejo peroxidasa) 
(1:1000) en PBS-BSA 1,3 % y se dejó en 
agitación 1 h a temperatura ambiente. Se 
reveló con una solución de 50 mg de dia-
minobencidina (DAB) en 100 ml de PBS 
y 10 ml de H2O2 al 30 %. La reacción 
se detuvo con agua desionizada. En cada 
paso se hicieron tres lavados con PBS-
TWEEN 0,1 %.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Dado que el objetivo principal de este 
trabajo fue extraer y purificar la enzima 
GS de cerebro de rata, se diseñó un pro-
tocolo que incluyó diferentes estrategias 
que se resumen en la Tabla 1. Adicional-
mente, se evidenció la interacción de la 
GS y el PBA, y se empleó dicha interac-
ción como estrategia de purificación. 
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Tabla 1. Resumen del protocolo de extracción y purificación de la glutamina sintetasa de cere-
bro de rata. Se presentan todos los pasos del proceso de purificación, indicando las fracciones 
de mayor actividad específica y la cantidad de proteína

Volumen
(ml)

Proteína
(mg/ml)

Actividad
Total (U)

Proteína
Total (mg)

Actividad
Específica

(U/mg)

a Factor
Purificación

b Porcentaje
(%)

Extracto
crudo

210 18 2460 3780 0,66 1 100

Precipita-
do Sulfato 
de amonio
20-60 %

36 58 1925 2029 0,95 1,43 78

Filtración 
en gel
Sephacryl- 
S300

240 1,7 1430 409 3,5 5,3 58

Intercam-
bio iónico
DEAE-
sepharosa

151 0,17 909 26 34 51,5 36

Cromato-
grafía
Afinidad
PBA-
sepharosa

10 0,82 861 0,82 1050 1590 35

a Incremento de la actividad específica con relación al extracto crudo. 
b Recuperación de la actividad relativa con respecto a la actividad total de la extracción soluble. 

A partir del extracto crudo que pre-
sentó una actividad específica inicial de 
0,66 U/mg, se realizaron los ensayos 
de precipitación fraccionada y en ellos 
se determinó que la fracción (NH4)2SO4 
0-20 % de saturación no presenta activi-
dad específica para GS, mientras que en 
la fracción (NH4)2SO4 20-60 % de satura-
ción los valores de actividad aumentaron 
hasta 0,95 U/mg, lo que sugiere que GS 
se precipita en este rango, dado que la 
actividad específica obtenida es mayor 
que en el extracto crudo (Tabla 1). No 
se encontró actividad específica para el 
sobrenadante del 60 % de saturación. La 
fracción precipitada en el rango 20-60 % 

de saturación se concentró 5 veces por 
ultrafiltración en una celda de Amicon 
utilizando una membrana con límite de 
exclusión de 100 kDa. Todas las frac-
ciones obtenidas en los experimentos de 
precipitación fueron sometidas a pruebas 
de elisa (Figura 1). Estos resultados con-
firman la presencia de GS en la fracción 
del precipitado 20-60 % de saturación, lo 
cual corresponde a los resultados presen-
tados en otros estudios en los que se re-
porta la presencia de GS hepática de rata 
en precipitados con sulfato de amonio en 
el rango del 30-55 % de saturación (21) y 
GS humana entre 20-40 % de saturación 
(22, 23).
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Ensayos cromatográficos

Cromatografía de filtración en gel (FG)

Con el fin de estimar el peso molecular 
del complejo proteico en las condicio-
nes experimentales, se utilizó un soporte 
Sephacryl S-300 en una columna (96 cm 
x 1,5 cm), para lo cual se realizó una 
curva de calibración a partir de diferen-
tes patrones de proteína de peso molecu-
lar conocido. Se midieron los volúmenes 
de elución de las siguientes proteínas: in-
munoglobulina Y, albúmina sérica bovi-
na fracción V (BSA), ovoalbúmina, trip-
sinógeno y lisozima. Se realizó la curva 
de calibración de referencia con el valor 
del logaritmo de los pesos moleculares 
de cada proteína contra el volumen de 
elución obtenido (datos no mostrados). 

Se determinó la actividad específica en 
cada fracción y se relacionó con el vo-
lumen de elución de la GS (correspon-
diente a la fracción de mayor actividad 
específica). A partir de este volumen se 
calculó el peso molecular del complejo a 
estas condiciones en 137 kDa.

En la Figura 2A se muestra el perfil 
cromatográfico de la cromatografía de 
filtración en gel (FG). En todos los en-
sayos se obtuvo el mismo patrón croma-
tográfico y solo en la fracción uno (FG-
F1) se evidenció actividad enzimática, 
recuperándose 1,7 mg/ml de proteína y 
con un aumento de la actividad específi-
ca con relación al extracto crudo (Tabla 
1). Lo anterior permite evidenciar que 
es en la FG-F1 donde predomina la enzi-
ma con una pureza 5,4 veces mayor a la 
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Figura 1. Determinación de la presencia de GS por elisa para los ensayos de precipitación con (NH4)2SO4. 

Se presentan la comparación de los valores de absorbancia de tres fracciones obtenidas por precipitación, 
con respecto al extracto crudo y a la fracción concentrada por Amicon.
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obtenida en el extracto crudo. En el per-
fil electroforético de las fracciones obte-
nidas en filtración (Figura 2B), se obser-
va que en FG-F1 y FG-F2 predominan 

bandas de alto y mediano peso molecular 
(carriles 1 y 2), mientras que en FG-F3 
predominan las bandas de peso molecu-
lar menor. 
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Figura 2. A. cromatografía de filtración en gel (FG) sobre Sephacryl S300. Se presenta el perfil caracte-
rístico obtenido en este proceso y se distinguen tres fracciones obtenidas: FG-F1 o primer pico de elusión, 
FG-F2 o segundo pico de elusión y FG-F3 o tercer pico de elución. B. Electroforesis (SD S-PAGE) 12 % 
para los ensayos de FG. En la imagen se observan cuatro carriles de muestras correspondientes a las tres 
fracciones obtenidas en filtración en gel: 1) FG-F1; 2) FG-F2; 3) FG-F3, y 4) patrones de peso molecular 
(10 µg de proteína se sembraron en cada uno). 

Cromatografía de intercambio 
aniónico (IO)

Una fracción de 25 mg de FG-F1 fue co-
locada en una columna DEAE-sepharosa 
(42 cm x 1,5 cm). El perfil cromatográ-
fico típico se muestra en la Figura 3A. 
Se observan tres fracciones: una no re-
tenida (IO-F1) y dos eluidas con un gra-
diente discontinuo de HEPES pH 7,4; 
NaCl 0,2 M (IO-F2) y 0,5 M (IO-F3). 
Los ensayos de actividad muestran que 
solo en la fracción IO-F2 está presente la 

enzima, obteniéndose 34 U/mg, lo que 
corresponde a un valor 51,5 veces ma-
yor que la obtenida para el extracto cru-
do (Tabla 1). La retención de la enzima 
en el soporte DEAE-sepharosa indica 
que la proteína en estas condiciones de 
pH está cargada negativamente y el in-
cremento en la actividad específica res-
pecto al extracto crudo y al precipitado 
del 60 % de saturación con (NH4)2SO4 

indica menor presencia de contaminan-
tes. Los resultados anteriores evidencian 
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también que al someter el extracto ini-
cial sucesivamente a cromatografía de 
filtración en gel e intercambio iónico 
sobre DEAE-sepharosa se favorece la 
eficiencia del proceso de purificación de 
la enzima. Esto se hace evidente en el 
perfil electroforético de las fracciones 
obtenidas en las cromatografías de inter-
cambio (Figura 3B), ya que en el carril 
3 correspondiente a IO-F2 se observa un 
menor número de bandas predominantes 
de peso molecular 30, 40, 55 y 60 kDa 
que podrían ser responsables de la acti-
vidad enzimática. Sin embargo, debido 
a que en este perfil electroforético se 
observan varias bandas de proteína, se 

hizo necesario utilizar otros métodos de 
purificación adicionales. Todas las frac-
ciones obtenidas por filtración en gel e 
intercambio iónico se sometieron a ensa-
yos de elisa; los resultados para tres en-
sayos cromatográficos y los triplicados 
por fracción se muestran en la Figura 4. 
Estos resultados corroboran la presencia 
de GS en FG-F1, mientras que en FG-
F2 y FG-F3 se evidencia la ausencia de 
la enzima. En las fracciones provenien-
tes de la cromatografía de intercambio 
iónico se observó presencia de la enzima 
solo en la fracción IO-F2 y ausencia de 
esta en IO-F1 y IO-F3, confirmando los 
resultados de los ensayos de actividad.
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Figura 3. A. Cromatografía de intercambio iónico (IO). Se observa el perfil típico obtenido en IO, mostran-
do una fracción no retenida (IO-FI) y dos fracciones eluidas (IO-F2 y IO-F3) en un gradiente discontinuo 
de NaCl. B. Electroforesis (SDS-PAGE) T12 % para los ensayos de IO. 10 µg de proteína de las diferentes 
fracciones de la cromatografía de intercambio fueron utilizadas. Carril 1) patrones de peso molecular; 2) 
IO-F1; 3) IO-F2, y 4) IO-F3.
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Cromatografía de afinidad usando PBA 
1-40 (CA-PBA)

Para la cromatografía de afinidad se en-
sayó el acople del péptido beta amiloide 
1-40 (PBA 1-40) con sepharosa-NHS, 
para lo cual se hizo una modificación a 
un protocolo previamente reportado (19). 
Se tomaron 4,5 mg de PBA disueltos en 
3 ml de DMSO (1,5 mg/ml) y se aco-
plaron en 1 ml de sepharosa-NHS. Pos-
teriormente, se calculó el porcentaje de 

acople del péptido sobre la columna en 
77 %, es decir 3,5 mg de PBA 1-40/ml 
de soporte. En estas condiciones se efec-
tuó el acople por aminación reductiva, 
cuyo intermediario es una base de Schiff 
que forma aminas secundarias estables 
entre los grupos carbonilo del soporte y 
los grupos amino de diferentes residuos 
del péptido PBA 1-40. En la Figura 5 
se presenta la secuencia del péptido con 
los residuos (subrayados) que favorecen 
la reacción.

20
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Figura 4. Determinación de la presencia de GS por el método de elisa para los ensayos cromatográficos 
de filtración en gel (FG) y de intercambio iónico (IO). Una alícuota de 1 mg de proteína obtenida en las 
diferentes fracciones en los ensayos cromatográficos se fijó a la placa y luego se determinó la presencia de 
GS utilizando el anticuerpo específico para la enzima.
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Figura 5. Secuencia del péptido β amiloide PBA 1-40. Se resaltan los residuos que podrían ser responsables 
de las reacciones de aminación reductiva que favorecerían la interacción de PBA 1-40 al soporte.
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Una fracción de 10 mg de IO-F2 se pasó 
por la columna de afinidad, obteniéndose 
el perfil de elución de la Figura 6A, don-
de se observa una fracción no retenida 
(CA-PBA-F1) y una fracción retenida 
(CA-PBA-F2) que se eluyó utilizando 
alta fuerza iónica (HEPES pH 7,4 con 
NaCl 2 M). En el perfil electroforético 
(Figura 6B) se observa la presencia de 
diferentes bandas de proteína correspon-
dientes a la fracción CA-PBA-F1 (carril 
2), lo que indica que estas no interac-

túan con el péptido; el carril 3 corres-
ponde a la fracción CA-PBA-F2 donde 
se evidenció una sola banda de 45 kDa, 
responsable de la actividad específica ob-
tenida, indicando la presencia de la enzi-
ma. Para confirmar la presencia de GS 
en las fracciones eluídas con HEPES pH 
7,4 y NaCl 2 M, se realizó transferencia 
a una membrana de nitrocelulosa que se 
reveló con DAB (Figura 6B, carril 4), 
donde se observa una única banda inmu-
norreactiva.
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Figura 6. A. Cromatografía de afinidad PBA-sepharosa. Se presenta el cromatograma típico obtenido, se ob-
serva una fracción no retenida (CA-F1) y otra retenida eluida con alta fuerza iónica (CA-F2). B. Electroforesis 
(SDS-PAGE) T12 %. 1) Patrones de peso molecular; 2) CA-F1; 3) CA-F2 mostrando una banda ∼44 kDa, y 4) 
membrana de nitrocelulosa revelada con DAB, donde se visualiza una única banda inmunorreactiva.

Utilizando la cromatografía sobre el so-
porte sepharosa-PBA se obtienen 0,82 
mg de proteína total con una actividad 
específica de 1050 U/mg y un factor de 
purificación de 1590 veces mayor que el 
extracto crudo (Tabla 1). En el ensayo de 
western-blot se evidencia una sola banda 
de proteína correspondiente a ∼44 kDa 
reconocida por el anticuerpo específico 

contra la enzima. Lo anterior permite 
evidenciar la pureza de la enzima y es-
tablece la interacción GS-PBA como la 
estrategia final de este proceso. Adicio-
nalmente, este protocolo permite obtener 
valores de actividad específica mayores a 
los reportados en otros trabajos para otras 
enzimas eucarióticas (GS clase II); GS de 
cerebro humano (179 U/mg) (24), GS de 
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cerebro de oveja (200 U/mg) (25) y GS 
de cerebro bovino (400 U/mg) (26). Se 
ha reportado previamente que PBA 1-40 
presenta capacidad de interacción con 
diferentes proteínas, lo que le confiere 
la característica de ser amiloidogénico o 
con gran potencial de formación de agre-
gados moleculares insolubles (2), posi-
blemente debido a la presencia de dos 
hojas plegadas β que pueden organizarse 
para formar hojas β paralelas más esta-
bles con otros PBA o con otras proteínas 
formando protofilamentos (27). La iden-
tificación de proteínas que interactúan 
con PBA es fundamental para entender 
las características que pueden favorecer 
la formación de agregados solubles (tem-
pranos) e insolubles (tardíos) de gran im-
portancia en la EA. En este trabajo se 
logró evidenciar la interacción GS-PBA, 
inmovilizando el PBA 1-40 a un soporte 
de sepharosa-NHS, lo que permitió puri-
ficar la enzima de una mezcla de proteí-
nas, obteniéndose una banda correspon-
diente al peso molecular del monómero 
de la enzima. Debido a que la GS fue 
eluida de la columna utilizando un buffer 
con una alta fuerza iónica, esto sugiere 
que las interacciones electrostáticas son 
las que predominan en la formación del 
complejo GS-PBA. Por tanto, se espera 
que los aminoácidos polares presentes 
especialmente en la región aminotermi-
nal sean responsables de esta interacción. 

La GS es fundamental en la comparti-
mentalización del sistema glutamato-glu-
tamina y diversas observaciones sugieren 
que la actividad de la GS empieza a dis-
minuir a principios de la EA, durante la 
fase de deterioro cognitivo leve elevando 
los niveles de amoniaco extracelular, el 
estrés oxidativo, los procesos inflamato-

rios y amplificando la cascada de neu-
rodegeneración. Otros estudios muestran 
que PBA actúa sobre GS causando ni-
trosilación y disminuyendo la actividad 
enzimática (28). En este trabajo se evi-
dencia la interacción GS-PBA, lo que 
contribuye a explicar los hallazgos de 
otros investigadores en esta área.

CONCLUSIONES

El esquema de purificación empleado en 
este trabajo consideró los siguientes pro-
cesos: precipitación fraccionada con sul-
fato de amonio, filtración por gel y cro-
matografía de intercambio. Finalmente, 
la cromatografía de afinidad usando PBA 
1-40 acoplado a sepharosa-NHS permitió 
establecer la interacción de este péptido 
con la GS. La importancia de este mo-
delo radica en que puede extrapolarse al 
humano en el sentido de que existe un 
92 % de identidad de secuencia entre la 
GS de rata y la enzima humana. Por lo 
anterior se propone que la interacción 
entre la GS y el PBA 1-40 sea similar a 
la que se observa con la enzima de rata. 
Esto podría explicar la baja actividad de 
la GS y el aumento de iones amonio en 
la EA.
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