—

S

HER

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

et e e AR

FACULTAD DE ESTUDRIOS SUPERIORES
IZTACALA

EFECTO DE CATIONES MONOVALENTES SOBRE LA
ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD DE LA BETAINA ALDEHIDO
DESHIDROGENASA DE Pseudomonas aeruginose,

T K S 1 S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B ! ©0 L ©0 & ©
P R E S E N T A :
LLARAI CARCLINA GAVIRIA GONZALEZ

‘1 ~ I '\-’.

DIRECTOR DE TESIS: DR. ROBERTO VELASCO GARCIA

1ZTACA TLALNEPANTLA, EDO. MEX. 2001




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



L os miembros de la comisidon dictaminadora de esta tesis fueron:

Presidente: Dr. Sergio Gonzalez Moreno.
Vocal: Dr. Roberto Velasco Garcia.
Secretario: Biol. Hugo V. Perales Vela.
Suplente; Biol. Josefina Vazquez Medrano.

Suplente: Dr. Ignacio Pefialosa Castro.

El presente irabajo se realizé en el laboratorio de Osmorregulacién de la Unidad
de Morfologia y funcién, de la FES lztacala, bajo la direccion del Dr. Roberto

Velasco Garcia.

Los experimentos de fluorescencia se realizaron en el laboratorio de Bioguimica

de la misma unidad y los de dispersion dinamica de luz en el Instituto de Quimica.

Durante este trabajo se recibié apoyo del programa de becas de tesis de
licenciatura (PROBETEL).




Tenia la frente exageradamente amplia,
quedaba en su rostro un sello inconfundible
de hombre bien nacido. Durante algunos
momentos permanecié frente a mi, [..].
Subitamente lanzé una estertérea carcajada y
arrimando su rostro muy junto al mio, me dijo
despacito: al fin te volvi a encontrar.....

Fragmento de Orocué (1957), de R. H. G.

ESTE TRABAJO ESTA DEDICADO A:

RAFAEL H. GAVIRIA NEYRA.




AGRADECIMIENTOQOS.

A cada uno de los revisores de esta tesis por las aportaciones realizadas a este

trabajo.

Al Dr. Sergio Gonzalez Moreno, por las facilidades otorgadas para llevar a cabo

los experimentos de fluorescencia.

A la Dra. Rosario A. Mufioz Clares, por los comentarios hechos para mejorar esta

tesis.

A la Dra. Alejandra Hernandez Santoyo por su ayuda para obtener los datos del

analisis de dispersién dinamica de luz.

A Lilian por su invaluable ayuda y a la Mtra. Rocio por las palabras precisas en €l

momento justo.

A Roberto por todo lo que he aprendido y por la oportunidad que me ha dado de

estar en un laboratorio donde solo hay gente excelente.

A mi familia. A mi mama por sus esfuerzos en comprender mis decisiones y por

todo lo que me da y a mis hermanos por su fuerza.

A mi otra familia Juan y Judith.

A Alex por su amistad y su ayuda, lo mismo que a Luz, Evita, Xochitl, Oralia y por

supuesto Andrés.

Ala UNAM y a los profesores buenos que tuve.

A On site y a VIDESA por ayudarme a decidir lo que no quiero ser.




INDICE

INTRODUGCCION. ..t rceers st e s s e resmsse e e s se st vssssesstas saseneasessrensassnntaecssans 1
LAS ENZIMAS....riris ceivreeeneiiisnsinticiiisassesssassssssssosasasassossinssasssnrensossaassonarsessasens 1
DESNATURALIZACION DE PROTEINAS....ce ettt eervereem s s 3
E S TABILIDAD. ...t eee et e e e e eee e mer e s e e es e e s s namasmr et e rees s baanaasasaseriabennassasnne 4
 Te oY {e] o1TolTo =To FAu PR PP 5
ol aq T T To U T=] = 11 1= o] (o TP RRPPPRIN 5
Puentes de sal y puentes de hidrdgeno.......coccvceirccrennieciiinniiniiricesiescnensranscrsesees 6
=3 g o] 1o =T F P ORI 6
Substitucion de amMiNOACIHOS. ..verveerrrrreeerierrieeerreereertiaeenreemeaeerreareraeraereeessesssasmannerenes 5
FACTORES EXTRINSECOS Y ESTABILIDAD PROTEICA....ccimirrrnrereesereeenens 7
ENZIMAS ALDEHIDO DESHIDROGENASAS.....cceiirrerrereeeieereeseessessesressesssasensens 9
ANTECEDENTES. ..ot it ciiirtnrerrreer i ranerrerrer e e rass e sesessenrree e e s assaannmessenansnrasses 12
REQUERIMIENTO DE IONES INORGANICOS PARA LA ACTIVACION

DE ALDHS tiii i crecriceitreee s i e s serssesea s eenr s e s see s s e amn e ereeeeae e snnnrresaassnenennesssarans 12
OBUETIVOS. i itiiiieierriieirinmeemtmie e e s eaeeeresssmstnesneesaessessssssnssassseresessensennenessnssnaressanns 13
1773 o 5T T o T c1 1 NSO 14
CEPA BACTERIANA Y CONDICIONES DE CULTIVO...cciciiiiiiiiiccircsciieneen 14
PURIFICACION DE LA BADH...ouiioiicreeieiesccreeestseessereseescsesesssanssssensissssssssenas 14
GELES. .ttt ettt ettt e et s r s e s e e s e s s e e e s s e bbb et e b ane e e aas 15
EFECTO DE LOS IONES EN LA ACTIVIDAD DE LA BADH..cccievievienneinencinen. 15
EFECTO DE LOS IONES EN LA ESTABILIDAD DE LA BADH......cccccvircianenn. 15
ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE LA BADH....ccociviieriirinsiiniirne e 16
EXPERIMENTOS DE ENTRECRUZAMIENTO vt oo ccrcinrsnncienieven e 17
ANALISIS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ....cooviieerrerirenereeeressvessesecensien, 17
RESULTADOS Y DISCUSION....cciiiciivniimiiieaienimsmesimenssmmnesrereenionmmine e 19
CONCLUSIONES.......citiitiiiniiiiiiiiiniiiiseimesansmmessiereniesossenesiissossnesessonses 45

BIBLIOGRAFIA.......coueiivieeireeiurieesrsenseseressscsasseassassassassansesesaseasamssastsstsossnsesenes 46




EFECTO DE CATIONES MONGCVALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD Y
ESTABILIDAD DE LA BETAINA ALDEHIDO DESHIDROGENASA DE
Pseudomonas aeruginosa.

INTRGDLCCION
LAS ENZIMAS

Una enzima es una proteina que cataliza una reaccion termodinamicamente
posible. Las enzimas cuentan con tres caracteristicas distintivas: (1) Gran poder
catalitico. Pueden acelerar la velocidad de una reaccién hacia el equilibrio, sin
cambiar la constante de ese equilibrio, acelerandc la reaccién entre 10° y 10"
veces, (2) Alta especificidad. Las enzimas son muy selectivas, tanto en las
sustancias con las que interactlUan como en las reacciones gue catalizan, y (3) Se
pueden regular. La actividad de las enzimas puede ser regulada variando la
cantidad de enzima, por interaccion con activadores e inhibidores y/o por
modificaciones covalentes (Horton et al., 1996). La elevada especificidad de la
funcion catalitica de las enzimas se debe a su naturaleza proteica, pues es su
estructura primaria la que le permite formar estructuras sumamente complejas e
intervenir en un mecanismo de reaccion particular, asi como la capacidad para
identificar sélo a un determinado grupo de sustratos (Conn y Stumpf, 1991, Horton
etal., 1996 )

La estructura primaria de una proteina es también quien dicta su estructura
tridimensional, llevando de manera espontanea a un plegamiento que termina en
la conformacion nativa de la proteina. El plegamiento de un polipéptido inicia con
la formacion de pequefios alargamientos de la estructura secundaria, como son o-
hélices y hojas B-plegadas, que pueden actuar como un nucleo para la
estabilizacion de otras regiones de la proteina. Esos ndcleos son muy pequefios
(de 8 a 15 residuos), y aparecen o desaparecen en cuestion de milisegundos. El
nucleo con la adecuada estructura nativa crece por difusion y adhesion de dos o
mas nucleos similares; la estabilidad de esas nuevas regiones aumenta con el
tamano, funcionando como un proceso de plegamiento jerarquico, en donde las
unidades plegadas se condensan para formar grandes unidades plegadas, lo que

se confirma con la observacion de que los dominios estan formados por




subdominios. El multidominio formado es llamado gldbulo fundido, una entidad que
tiene una extensa estructura secundaria pero una estructura terciaria
desordenada, con su parte hidrofobica parcialmente expuesta al solvente. A
continuacion, series de conformaciones relativamente pequefias se rearreglan de
manera globular para formar la estructura terciaria mas compacta. La proteina
requiere de cierto nimero de subunidades ensambladas para formar su estructura
cuaternaria, y finalmente ocurren una serie de ligeros ajustes en la estructura de la
proteina (Voet y Voet, 1995).

El plegamiento in vivo de los polipéptidos, hasta su conformacion nativa, se
realiza en forma altamente eficiente en pocos minutos. En este proceso participan
tres tipos de proteinas accesorias: Las protein disulfuro (PDI), unas enzimas
homodiméricas eucariéticas de 486 residuos por unidad que catalizan reacciones
de intercambio de disulfuros; las cis-trans-prolil isomerasas (PPls), debido a que la
mayoria de los polipéptidos son bigsintetizados con un alto porcentaje de sus
aminoacidos en la conformacion trans, y anicamente alrededor del 10% asumen la
conformacioén cis, las PPls catalizan la conversion de los aminoacidos desde su
conformacion trans a cis, acelerando el plegamiento de la proteina; las
chaperonas son la tercer clase de proteinas que facilitan y aceleran la velocidad
del plegamiento. Estas Ultimas proteinas no cambian el resultado final del
plegamiento, pero actuan para prevenir la formacién de intermediarios inactivos y
agregados que tienden a formarse por complementariedad de superficies durante
el proceso. La mayoria de las proteinas desplegadas que se renaturalizan in vitro
forman estructuras inestables, inactivas y agregados inespecificos (Devlin, 1997).

Como ya se menciono, la secuencia de aminoacidos determina las
caracteristicas de cada proteina, desde su estructura tridimensional hasta su
funcion bioldgica. Cada aminoacido le concede a la proteina diversas facultades:
la asparagina y {a glutamina tienen la propiedad de formar puentes de hidrégeno,
que junto con los residuos hidrofobicos proveen a la proteina de una importante
fuerza para el plegamiento; la prolina interviene en la estructura secundaria para
formar giros o cambios de direccion en el polipéptido; la glicina, por ser muy

pequefia, puede asumir conformaciones generalmente restringidas para cerrar




contactos del carbono 3, y por ser mas flexible que otros residuos contribuye a las
necesidades de movimiento en la proteina; la serina y la treonina cuentan con
grupos hidroxilos alifaticos capaces de formar puentes de hidrogeno con grupos
donadores o aceptores, como son el nitrégeno del imino o el oxigeno del carbonilo
de la cadena; la cisteina puede formar puentes disulfuro, que juegan un papel
importante en la estabilizacidon de la estructura de las proteinas. Los puentes
disulfuro incrementan la estabilidad conformacional, impidiendo el desplegamiento
de las proteinas vy disminuyendo su entropia  conformacional

(http:/iwww friedli.com/herbs/phytochem/proteins.html).

DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

La desnaturalizacion de las proteinas se expresa como cambios en las
propiedades fisicas y quimicas de la molécula. Este proceso implica un
desplegamiento y/o una alteracion total de la estructura y es la respuesta de la
proteina al calor, los acidos, las bases, los iones, o cualquier agente que provoque
un cambio importante en su estructura, el cual puede ser de dos tipos: molecular,
cuando hablamos de los cambios en la estructura de la molécula, y operacional,
en términos de cambios en sus propiedades medibles (Jaenicke, 1991). La
desnaturalizacion ocurre cuando la proteina pierde su estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria, aunque no necesariamente la primaria. El estado de
desnaturalizacion siempre es correlacionado con la perdida de la funcién de la
proteina, aunque esta perdida no necesariamente esta relacionada a la
desnaturalizacion; sin embargo, pequefios cambios en la conformacion pueden ser
suficientes para inactivar una proteina. La diferencia de energia libre entre ambas
estructuras puede ser baja en algunos casos, como la de tres o cuatro uniones no
covalentes; asi, la perdida de solo un puente de hidrogeno o de alguna interaccion
electrostatica o hidrofobica puede desestabilizar fa estructura plegada (Devlin,
1997). En ocasiones, cuando el grado de desnaturalizacidn no es severo, es
posible que la proteina pueda renaturalizarse, basandose para esto en su

estructura interna; por ejemplo, algunos detergentes que solo interrumpen la




estructura secundaria, terciaria y cuaternaria permiten a la proteina que se

renaturalice cuando son removidos (Horton ef a/., 1996).

ESTABILIDAD

La gran estabilidad de algunas proteinas ha sido atribuida a muchas
caracteristicas, una de las mas importantes es la hidrofobicidad (Haney et al.,
1997), aunque también se habla de un significativo empacamiento y una
disminucion en el tamario de las asas (Russell et a/ ., 1998), de ia disminucion en
niumero y tamafo de las cavidades {(Kumar ef al., 2000), de la substitucion de
aminoacidos (Haney et al., 1997, Russell ef a/ ., 1998) y de un incremento en la
presencia de puentes de hidrogeno (Vogt y Argos 1997) y puentes salinos (Kumar
et al., 2000b, Haney et al., 1997, Russell et af ., 1998).

En general, los estudios sobre acoplamiento y estabilidad proteica se han
hecho con moléculas aisladas de organismos extreméfilos. Se piensa que la
comparacion de las secuencias y las estructuras de las proteinas de los
microorganismos extreméfilos, con su contraparte de organismos mesofilicos,
puede explicar los mecanismos que la naturaleza ha empleado para incrementar
la estabilidad de las proteinas (Yip et al., 1998, Jaenicke y Bohm, 1998). Como su
nombre lo dice, los crganismos extremoéfilos viven en ambientes extremos, como
son: la alta presion (>400 atmosferas), la alta temperatura y el pH no fisioldgico;
como en las areas submarinas hidrotermales, las bajas temperaturas, como en ia
Antartica y las altas concentraciones de sal (hasta 5M) (Danson et al., 2000); este
grupo incluye a los termdfilos, a los haldfilos, a los aciddfilos, a los alcaldfilos, a los
psicréfilos, a los osmofilos, y a los bardfilos, asi como a los organismos resistentes
a la radiacién y a los metales pesados (Gazerro, 1997).

Las caracteristicas de estabilidad que tiene una proteina parecen ser
dependientes del tipo de organismo a la que pertenece y del amnbiente al que esta

expuesto (Cuadro 1).
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. T_maritma R . o I

CUADRO 1. Causas de estabilidad de algunas enzimas que pertenecen a diversos
organismos. Lista tomada de Jaenicke y Bohm, 1998.

Hidrofobicidad

Se ha dicho que la principal fuerza para el plegamiento de ias proteinas es
la hidrofobicidad y se ha sugerido que las proteinas termotolerantes son
parcialmente mas hidrofébicas que sus contrapartes en organismos mesofilicos
(Haney et al.,, 1997). La hidrofobicidad crea una fuerza de acoplamiento en la
proteina, jugando un importante papel biolégico al participar en la estructura, la
funcién y la estabilidad de éstas (Day ef al., 1996). En general, la mayoria de los
residuos hidrofébicos quedan en el centro de la proteina, mientras que los
residuos hidrofilicos se presentan en la superficie; consecuentemente, al irse
formando la estructura terciaria de la proteina se va generando una forma globular

y compacta (Tsai y Nussinov, 1997).

Empaquetamiento

Se ha visto que entre mayor empaquetamiento haya, mayor sera la
estabilidad de las proteinas termotolerantes (Russell et al, 1998). El
empaquetamiento ha sido definido como el radio del area de la superficie
accesible (ASA) de una proteina, considerando que ésta es mas ¢ menos esférica:
entre mayor sea el empaquetamientc menor sera el valor de su radio (Kumar et
al., 2000) .

wn




Puentes de sal y puentes de hidrdégeno

Los puentes salinos y los de hidrogeno juegan un papel central en la
estabilidad y el plegamiento de las proteinas, formando interacciones
electrostaticas dentro de ellas (Xu et al., 1997). Las proteinas termdfilas requieren
de un control conformacional gue evite el desorden de sus constituyentes. La
plasticidad estructural de una proteina puede ser reducida por las interacciones
electrostaticas, las que forman barreras de energia que resisten al
desplegamiento, sobre todo el que es causado por altas temperaturas (Kumar et
al., 2000b). Esto concuerda con lo reportado por Vogt et al., en 1997, quienes al
comparar las proteinas de 16 familias con diferente estabilidad térmica encontro
que la termoestabilidad y el numero de puentes de hidroégeno estan

correlacionadas en un 80%.

Flexibilidad

En general las proteinas son moléculas altamente fiexibles; sin embargo, se
sabe que algunas de sus partes son mas rigidas y compactas que otras. Estas
regiones se caracterizan por su hidrofobicidad y contribuyen de manera importante
a la estabilizacion electrostatica de la proteina. No obstante, debemos considerar
gue si las proteinas fueran demasiado rigidas no podrian cumplir con su funcién
biologica (Ma et al, 1999), sobre todo si hablamos de proteinas con funcion
enzimatica. Algunos estudios han demostrado que muchas de ias asas de las
proteinas mas estables son mas flexibles y pequefias que los de las menos
estables (Muir et al, 1995), ademas, se ha visto que los dominios flexibles
facilitan la actividad catalitica de algunas enzimas a bajas temperaturas, como la

de la citrato sintetasa de una bacteria de la Antartica (Russell et al., 1998).

Substitucion de aminoacidos.

En 1996 Querol et al, sugirieron que en proteinas termotolerantes la
substitucion de algunos aminoacidos aumenta su estabilidad, al incrementar el
numero de puentes de hidrogeno, las fuerzas de Van der Waals, la hidrofobicidad

y el empaquetamiento. Por otra parte, Haney et al., 1999, mencionan que el




aumento en la estabilidad es debido a ia presencia de algunos residuos, los gue
provocan cambios en la flexibilidad y en la conformacion de las a hélices.

Gazerro, en 1997, senala que el cambio de varios aminoacidos produce
caracteristicas que incrementan la estabilidad; por ejemplo: Ser por Ala o Val por
Ala producen un aumento en la conformacion de a hélices y un aumento en la
hidrofobicidad; Gly por Ala, Ser por Thr/Gly/Ala y Asp por Asn o Glu provocan una
disminucion en la flexibilidad y un incremento en la hidrofobicidad. Este autor
menciona que 10s cinco aminoacidos que cambian mas entre enzimas termofiticas
y mesofilicas son: Lys, Ser, Gly, Ser e lle por Arg, Ala, Ala, Thr y Val,
respectivamente.

Los estudios acerca de los aminoacidos que son necesarios para producir
una proteina mas estable en Pyrococcus furiosus revelan que se requiere de una
combinacion de fuerzas, incluyendo los efectos electrostaticos, las interacciones
hidrofobicas, los puentes de hidrégeno y los cambios en la densidad de

empaquetamiento (Yip et al., 1998).

FACTORES EXTRINSECOS Y ESTABILIDAD PROTEICA.

Muchas enzimas requieren componentes no proteicos llamados cofactores
para realizar sus funciones cataliticas. Dichos cofactores pueden ser iones
metalicos o moléculas organicas (coenzimas), que por ser menos complejos que
las enzimas suelen ser mas estables al calor; estas moléculas usualmente son
parte activa de la reaccion que cataliza {a enzima, sirviendo como acarreadores
intermediarios de grupos funcionales en la conversion del sustrato al producto.
Algunos de estos cofactores estan estrechamente relacionados a su enzima, en
ocasiones incluso por uniones covalentes (Garrett y Grishman, 1999).

En algunas enzimas los iones juegan un papel central en el mantenimiento
de su actividad (loannou y Coutsogeorgopoulos, 1997). Son frecuentemente
requeridos para estabilizarlas, son responsables de una particular conformacion
proteica, e importantes para su maxima actividad y en ocasiones llegan a formar

parte del sitio activo de la enzima (Flores et al., 1996).




Aproximadamente una tercera parte del total de las enzimas conocidas
requiere de iones metdlicos para su actividad catalitica. Con base en estas
interacciones proteina-ion se han clasificado en: metaloenzimas, que contienen un
ion metalico estrechamente unido (generalmente metales de transicidon como
Fe?”, Cu®", Zn**, 0 Mn*") y las enzimas activadas por iones presentes en el medio,
los que se unen debilmente a las proteinas. Estos ultimos comunmente son
metales alcalinos y alcalinoterreos, como Na*, Mg?*, Ca® y K* (Voet y Voet, 1995).
El potasio es requerido universalmente y una gran variedad de enzimas son
especificamente activadas por él (Brock, 1978). Se ha encontrado que varios
organismos requieren de este ion para tener una actividad optima, alcanzando una
activacion superior a 10 veces; por ejemplo, la piruvatc cinasa de musculo de
conejo aumenta 12 veces su actividad en presencia de K* (Laughlin y Reed,
1997), mientras que la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) tipo il de
humano, sobreexpresada en Escherichia coli y que es activada por varios cationes
monovalentes, presenta poca actividad en ausencia de K'. En la condicion
contraria la actividad de la IMPDH aumenta 100 veces, demostrando que el K* es
un activador esencial para esta enzima (Xiang et al., 1996). También se ha visto
para algunas enzimas, como una peptidiltransferasa eucariotica, que la velocidad
de reaccién depende directamente de la concentracion de K*, pues aquella
incrementa en forma directa al aumento en la concentracion del ion (loannou y
Coutsogeorgopoulos, 1997). La actividad de la ATPasa de ia chaperona Hsc70 de
bovino, también es dependiente de cationes monovalentes, y se ha encontrado
que tanto la hidrélisis del ATP, asi como la unién y separacion del nucleétido, son
afectados por el tipo y 1a concentracidn del ion (O'Brien y McKay, 1995); el K*
facilita la hidrélisis det ATP estabilizando las cargas parcialmente negativas de los
oxigenos del fosfato y (Wilbanks y McKay, 1995).

La enzima diacilglicina descarboxilasa (DGD) de Pseudomonas cepacia,
que también es activada por K* y Rb*, tiene un sitio de unién para estos iones
muy cerca del sitio activo. En el cristal de dicha proteina se encontré que al
cambiar Na® por K' se afecta fa conformacion de dos residuos del sitio activo

(Toney et al., 1993). En una comparacion de la estructura de DGD unida a Li",




Na*, K*, o Rb*, se encontr6 una fuerte correlacion entre la estructura del sitio
activo y actividad de la enzima (Hohenester et al., 1994).

La glutamina sintetasa bacteriana tiene un sitio para cationes
monovalentes; se ha propuesto que tal sitio tiene dos funciones: (1) contribuir con
su carga positiva a la estabilidad estructural, causando efectos electroestaticos, y

(2) aumentar la unidn del sustrato a la enzima (Liaw et al., 1995).

ENZIMAS ALDEHIDO DESHIDROGENASAS

Las enzimas aldehido deshidrogenasas (ALDHs) se encuentran en casi
todos los organismos, localizadndoseles en la mayoria de los compartimentos de
las células de mamiferos (Hurley, 1992} Las aldehido deshidrogenasas son
capaces de oxidar tanto aldehidos alifaticos como aromaticos, que se involucran
en diversos procesos fisiolégicos, como son: el metabolismo del carbono, la
tolerancia al etanol, la neurotransmision, la carcinogénesis y la inmunosupresion
(Pietruszko, 1989, citado en Boyd et al., 1992). La reaccion general que catalizan

estas enzimas es representada en la siguiente ecuacion:
RCO +PN"+HA P~ RCOA + PNH + H’

Cuando el agua funciona como un reactante ( A = OH en la reaccion, y HA
= H20), se denominan de la clase |; cuando A representa a un fosfato, un arsenato
o un mercaptano se denominan de la clase Il, y 1a clase Il ha sido reservada

para tas enzimas que combinan las funciones ya mencionadas (Jakoby, 1963).

Se ha hecho otra clasificacion de las aldehido deshidrogenasas,
basandose en sus secuencias de aminoacidos, en donde se habla de enzimas de
clase I: que incluye a la mayoria de las formas citosdlicas; clase Il: que incluye a la
mayoria de las formas mitocondriales y la clase Ill: que incluye diversas enzimas,
como algunas especificas para tumores inducibles y las del reticulo endoplasmico
(Lindahl y Hempel, 1991, tomado de Hurley. 1992). Las de clase | son
homotetrameros compuestos de 500 residuos de aminoacidos, vy las de clase I

tienden a ser diméricas y mas pequeifias que las de clase | y Il (Hempel y Lindahl,




1989 tomado de Hurley, 1992). Se ha encontrado, al comparar las aldehido
deshidrogenasas provenientes de diferentes organismos, que a pesar de que
difieren en su estructura cuaternaria y en el tamafio de su subunidad, todas elias
tienen una estructura tridimensional similar: poseen tres dominios, uno de enlace a
la coenzima, un dominio catalitico y otro de oligomerizacién (Johansson et al.,
1998).

La betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) (Ec, 1.2.1.8) es una enzima
que pertenece al grupo de las ALDHSs; en algunos organismos es especifica para
betaina aldehido, lo que puede reflejar fa divergencia de especificidad de dicho
grupo o una seleccion para especificidad en BADH (Boyd et al., 1992). Ei papel de
esta enzima resulta trascendental para la adaptacion de los organismos al estrés
osmotico, ya que se involucra en la sintesis del osmoprotector glicina betaina (GB)

(Velasco-Garcia et al., 1999) a través de |a siguiente reaccion:

CH3 CH3
0 |
CHI Ny ¢ o NAD(PS + Hpo ——CH3 — N*__ CHz —— c/‘:mo(p) H+n"
’ \H | o
CH3 BETAINA ALDEHIDO 3

GB

Figura 1. Reaccion catalizada por la BADH

La glicina betaina puede evitar la inhibicién de la respiracién causada por
una alta concentracion de NaCl en bacterias Bal, que son mesuradamente
halcofilicas (Rafaeli-Eshkol y Avi-Dor, 1968); revierte los efectos de una alta
concentracion de NaCl sobre el transporte activo de Vibrio costicola (Kushner et
al., 1983), disminuye los efectos negativos del estrées osmotico sobre la replicacion
de DNA y la division celular en E. coli (Meury, 1988, tomado de Choquet ef al.,,
1991), revierte parcialmente los efectos inhibitorios que el Cl tiene in vitro sobre la

sintesis de proteinas de Vibrio costicola (Kamekura y Kushner, 1984) y protege a
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las enzimas intracelulares de microorganismos y plantas contra la inactivacion
ibnica (Pollard y Jones, 1979).

La BADH ha sido encontrada en muchos organismos (Mori et al., 1992),
entre los que se encuentra FPseudomonas aeruginosa (Nawasawa et al., 1976),
una bacteria que provoca infecciones oportunistas en humanos, en particular
cuando padecen de cancer, lesiones por quemaduras o fibrosis quistica (FQ)
(Kilbourn, 1978). Se ha demostrado que el incremento de electrolitos en los
fluidos, una caracteristica de la FQ (Smith et al., 1996), inhibe ia actividad
bactericida normal del pulmén; debido a esto, en los pacientes con FQ se ve
disminuida la capacidad para defenderse de P. aeruginosa.

La BADH parece tener un papel clave en el metabglismo de 1a colina (ver
figura 2}, no sélo al participar en la adaptacion de la bacteria a un estrés osmético,
si no también al actuar sobre su sustrato, la betaina aldehido, un compuesto
téxico. Con relacion a esto, recientemente se demostré que una mutante de P.
aeruginosa sin BADH no crece en un medio con colina o con colina y GB (Sage et
al, 1997). Este resultado parece estar dado por el efecto toxico de la betaina
aldehido que se acumula en la mutante. Lo anterior sugiere que la BADH puede
ser un blanco adecuado para la accién de algunos inhibidores de esta enzima

corno agentes antimicrobianos.

Exterior

Citosol de P. aeruginosa

PLC PcPase BADH
Fosfatidil- ——y Fosforil- —p Colina g Betaina —p GB
colina colina ' A/ aldehido
Colina u
ChE CDH
Acetilcolina

Figura 2. Sintesis de la GB en P. aeruginosa. PLC, fosfolipasa C;
PcPase, fosfatasa de fosforilcolina; ChE, acetil colinesterasa; CDH,
colina deshidrogenasa; BADH, betaina aldehido deshidrogenasa.
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ANTECEDENTES

REQUERIMIENTO DE IONES INORGANICOS PARA LA ACTIVACION DE
ALDHs.

Algunas ALDHs pueden ser activadas por iones, tal es el caso de las dos
isoenzimas descritas para Saccharomyces cerevisiae; |la primera esta localizada
en la mitocondria y requiere K' para alcanzar su maxima actividad, formando un
complejo entre la enzima, el i6n y el NADH; la segunda es citosdlica y es activada
por Mg (Dickinson y Haywood, 1987). Se ha visto que en ausencia del K™ la
enzima mitocondrial es inestable y resulta dificil de purificar (Bostian y Betts,
1978). La acetaldehido deshidrogenasa, también de S. cerevisiae, es activada por
K*, influenciando {a viabilidad del sitio activo de la enzima y resultando ser,
ademas de un activador, un protector contra la inactivacion por calor y un
reactivador para esta enzima (Sorger y Evans, 1965). La betaina aldehido
deshidrogenasa de Bacillus subtilis también es activada por potasio, siendo
estimulada aproximadamente 150% cuando se adiciona KCl 0.2 M (Boch et al.,
1997).

En un estudio realizado recientemente con la BADH de P. aeruginosa
(Velasco-Garcia et al., 1999) se determind que la enzima es inestable al exponeria
a 40°C o al amortiguador Tris-HCI. En e! primero de los casos su coenzima (el
NADP"), fue suficiente para protegerla de la inactivacion, mientras que en la
presencia del Tris-HCI este nucledtido y el potasio la protegieron parcialmente y
actuaron de forma sinérgica para mantenerla totalmente activa. En este mismo
trabajo el Na®, utilizado a una concentracion equimolar a la del K*, no protegié a ia
enzima ante ambos factores inactivantes, lo que indica que es este ultimo idn y no
el CI" o la fuerza ionica el que estabiliza a 1a enzima.

Experimentos preliminares mas recientes (Velasco-Garcia, 2000),
demuestran que la enzima BADH inactivada en el buffer Tris-HCI, en ausencia de
K®, presenta cambios en su espectro de emision de fluorescencia de! triptofano,
sugiriendo que estos pueden ser resultado de cambios en la estructura de ia

proteina que lleva a un desplegamiento y a la inactivacion de la enzima.




OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consistio en investigar el efecto de
algunos cationes monovalentes sobre la actividad y la estabilidad de la betaina
aldehido deshidrogenasa de Pseudomonas aeruginosa. Para elio se cumplieron

los siguientes objetivos particulares:

Se determind el efecto que tienen los iones K*, Na*, NH,*, Rb", Cs" y Li*, en

la actividad in vitro de dicha enzima,

Se establecio la concentracion optima de estos iones, como activadores de

la enzima.

Se Investigd el efecto que tienen los iones ya mencionados, en ausencia y
presencia de NADP", sobre la estabilidad de la BADH de Pseudomonas

aeruginosa.

Se investigd si los cambios en la estabilidad de la BADH tienen relacion con

cambios en su estructura.

—_—
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METODOLOGIA

CEPA BACTERIANA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se trabajé con la cepa de Escherichia coli BL21(DE3)pLyS de Stratagene,
que ha sido transformada (datos no publicados) con el gen de la BADH de
Pseudomonas aeruginosa inserto en el vector pCALn, tambien de Stratagene. Las
bacterias fueron crecidas aerdbicamente a 37°C, en medio liquido LB (Sambrook
et al., 1989), utilizando un bafo con agitacién orbital (250 rpm). Cuando los
cultivos alcanzaron un crecimiento correspondiente a una turbidez de 0.6 unidades
de absorbancia (2=540 nm), se les agregd IPTG (Isopropil pB-D-
Tiogalactopirandside) a una concentracion final de 1 mM, para inducir y

sobreexpresar la BADH de P. aeruginosa.

PURIFICACION DE LA BADH

Se centrifugd el cultivo a 10,000 rpm durante 10 min y la pastilla se
resuspendié en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6.5, conteniendo -
mercaptoetanol 5 mM; las células se sonicaron durante 1.5 min utilizando 40 Watts
de salida en el sonicador y manteniendo una baja temperatura con bafio de hielo.
Se volvio a centrifugar a 10, 000 rpm durante 20 min a 4°C, para después aplicar
el sobrenadante en una columna de sefarosa Q de flujo rapido {marca Sigma)
previamente equilibrada con 150 mL de amortiguador de fosfato de potasio 50
mM, pH 6.5, B-mercaptoetanol 20 mM y sacarosa al 20%. Despues se lavo la
columna con este mismo buffer y se eluyd con un gradiente de cloruro de potasio
de 0 a 260 mM (110 mL en total, con un flujo de 1 mL/min). A las fracciones
obtenidas se les midid la actividad por espectrofotometria, siguiendo la apariciéon
de NADPH a 340 nm, a una temperatura de 30°C. El medio de reaccion (0.5 mL)
contenia 5 pL de la fraccidn y una concentracion final de betaina aldehido 1.0 mM
y NADP" 0.3 mM, en amortiguador de fosfato de potasio 100 mM, pH 8.0. Las
fracciones que presentaron actividad fueron aplicadas en una columna de 2°5°
ADP sefarosa 4B (marca Amersham Pharmacia Biotech AB), equilibrada

previamente con amortiguador de fosfato de potasio 50mM pH 6.0; después se
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lavé con 100 mL de amortiguador de fosfato de potasic 10 mM, pH 3.8,
conteniendo, p-mercaptoetanol 10 mM, sacarosa 20%, EDTA 0.1 mM y cloruro de
potasioc 25 mM. La proteina BADH se eluyé de la columna con un gradiente lineal
de pH (de 5.8 a 8.5), utilizando 35 mL de un amortiguador que contenia los
mismos ingredientes que el utilizado para lavar la columna. Las fracciones que
tenian actividad de BADH se juntaron y posteriormente se almacenaron en
alicuotas a -20°C. La proteina se cuantifico por el método de Bradford (1976). Una
unidad de la enzima es definida como la cantidad de proteina que cataliza la
formacion de 1 umol de NADPH por minuto, en las condiciones de medicion de

actividad antes descritas.

GELES

La enzima (2 pg en el gel de la Figura 3 y 5.26 pg en el de la Figura 19), se
sembro en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 8% con gel concentrador al
4%, segun el sistema de Laemmli, 1970, utilizando una camara Miniprotean Il (Bio-
Rad). Finalmente el gel fue tefiido mediante la tincion con plata de Sasse y
Callangher, 1996.

EFECTO DE LOS IONES EN LA ACTIVIDAD DE LA BADH

Se midi6 el efecto que tienen los iones K*, Na*, NH.", Rb*, Cs" y Li*, (sales
de cloro), sobre la actividad in vitro de la BADH de P. aeruginosa. El medio de
reaccion contenia en un volumen final de 0.5 mL, amortiguador Tris-HCI (Tris
[hydroxymethyl] amino-metano) 200 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1.0 mM, NADP”
300 uM v las sales antes mencionadas en un intervalo de concentracion de 0 a
200 mM. La reaccidn se inicio agregando al medio 360 ng de la enzima. La

aparicion de NADPH se mididé a 340 nm, con una temperatura de 30°C.

EFECTO DE LOS IONES EN LA ESTABILIDAD DE LA BADH
Habiéndose determinado la concentracion de los cationes en la que la
BADH presenta la maxima actividad, se procedié a conocer si éstos o el NADP®,

eran capaces de estabilizar a la enzima, asi como si esta funcion la lievan a cabo
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en forma independiente o sinérgica. Para ello se utilizaron dos medios: uno de
incubacion y otro de reaccion. El medio de incubacion se utilizo en tres diferentes
combinaciones, que consistieron de Tris/HCI 32 mM vy los siguientes componentes,
en un volumen final de 150 pL:

[: NADP" en un intervalo de 25 a 500 pM.

II: KCI, NH4Cl y RbCl en un intervalo de 0 a 200 mM.

1: NADP™ 50 puM junto con 25 uM de cada una de las sales antes mencionadas.
Se adiciono {a enzima (5.4 pg) a cada uno de estos medios para después tomar
una alicuota de 10 uL {con 360 ng de proteina) a los 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 15, 30,
45 y 60 minutos de incubacion. Se midio la actividad de la enzima que iba en estos
10 ul utilizando las condiciones y el medio de reaccion que se describen en la
seccion anterior, con la salvedad de que en esta ocasion se utilizd en dicho medio
la concentracién del idn respectivo que se determindé como éptima previamente. La

temperatura en los medios de reaccién y de incubacion fue de 30°C.

ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE LA BADH.

Con la finalidad de conocer si el proceso de inactivacion de la enzima
BADH resultaba de cambios en la estructura proteica, se obtuvieron los espectros
de emision de fluorescencia del triptofano. Para ello se incubd a la enzima en los
medios y condiciones descritos en la seccion anterior, obteniendo los espectros a
0 y 10 minutos de incubacién, en un espectrofotometro de luminiscencia marca
Perkin-Eimer, modelo LS50B. La longitud de onda de excitacion fue de 296 nm
(con un ancho de banda de 5nm), y el registro de la emisién se hizo de 200 a 400
nm {con un ancho de banda de 10 nm).

Cuando {a enzima estuvo en presencia de NADP” fue necesario hacer una

correccion para descontar los efectos de filtro interno que produce esta molécula:

FC = Fobsantllog[( Aex + Aem)lz]
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en donde F; es la intensidad correcta, £, la intensidad medida, A,y 4., son las
fecturas de absorbancia a la longitud de onda de excitacion y de emision

respectivamente.

EXPERIMENTOS DE ENTRECRUZAMIENTO

Como una forma mas de conocer si el proceso de inactivacion se relactona
con cambios en la estructura de la enzima, se llevaron a cabo experimentos de
entrecruzamiento con glutaraldehido. Para ello Unicamente se incubd a la enzima
(78.96 ug) en los medios en donde se inactivd mas rapidamente y en donde fue
mas estable. Pasados 60 minutos de incubacion se agregaron a ambos medios
glutaraldehido a una concentracion final de 68 mM y se incubaron durante 3 horas
a temperatura ambiente. E! glutaraldehido que no reaccioné durante este tiempo
se inactivd agregando glicina, pH 9.3, a una concentracién final de 160 mM.
Después de 10 minutos de haber agregado la glicina se mezclé con un volumen
igual de la siguiente solucion desnaturalizante:
Tris-HCI 100 mM, pH 6.8, Glicerol 22.5 %, SDS 3.5 mM, 2-B-mercaptoetancl 7.4
mM, y azul de bromofenol 0.05 %.
La mezcla se calentd durante 5 minutos a 100°C en bafio maria, para después

separar las proteinas en un gel.

ANALISIS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ.

La agregacion de la proteina se midio en un instrumento DynaPro-801 TC que
utiliza un software Dynamics para analizar los datos (ambos de Protein Solutions
Co.). La enzima (36 pg/mL), estaba contenida en 300 pL de los siguientes medios
de incubacion, en donde la coenzima tenia una concentracion de 50 (M y las
sales 25 mM

I:  Amortiguador Tris-HCI

(I: Amortiguador Tris-HCI + NADP” + NH,CI

I1I: Amortiguador Tris-HCI + NADP" + NaCl

Estos medios, junto con la enzima, fueron pasados por filtros Anotop 10 de 0.2 pm
(Wathman). La dispersion del rayo de luz fue medida en un angulo de 90° y las

lecturas fueron tomadas cada 100 segundos aproximadamente, a una temperatura




de 30°C. El coeficiente de difusién translacional (D1) de las particulas en solucion
fue evaluado midiendo las fluctuaciones en la intensidad de dispersion del rayo de
luz, utilizando una funcion de autocorrelacion. El radio hidrodinamico (Ry) de las

particulas se deriva del Dy usando la ecuacion de Stokes-Einstein:
DT= KbT/Bnn RH
en donde Ky, es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta en *Kelvin y

n la viscosidad del solvente. La masa de las particulas es estimada a partir del Ry,

asumiendo gue éstas son mas o menos esféricas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de los cationes monovalentes sobre la actividad de las enzimas ha
sido ampliamente documentado (Suelter, 1970; Hohenester et al., 1994; Larsen et
al., 1994; Pace y Grimsley, 1987), sin embargo, poco se ha hablado sobre los
efectos que éstos tienen en la estabilidad enzimética, y menos auin acerca de los
cambios estructurales que presentan las enzimas durante el proceso de
inactivacion. El presente trabajo reporta los efectos de algunos cationes
monovalentes en la actividad y estabilidad de la BADH de P. aeruginosa, asi como
los posibles cambios estructurales que presenta la enzima bajo condiciones
inactivantes.

En primer lugar la enzima fue purificada hasta homogeneidad siguiendo una

metodologia previamente reportada (Velasco et af., 1999) (Figura 3).

kDa

45

Figura 3. Gel de poliacrilamida mostrando la BADH de P. aeruginosa purificada. En el
carril "E" se muestra la enzima BADH de P. aeruginosa (2 pg) purificada desde la cepa de
sobreexpresion E. coli BLZ1(DE3)PlysS. El carril "M" corresponde a los estandares de proteinas
cuyos valores de masa molecular se indican a la izquierda del gel. El porcentaje de mondmeros

utilizados para hacer el gel fue de un 9%.
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Después se procedio a conocer cual era el efecto de los cationes
monovalentes sobre la actividad de la BADH in vitro, utilizando para ello diferentes
concentraciones de los cloruros de potasio, de amonio, de sodio, de cesio, de litio
y de rubidio en el medio de reaccion (Figura 4); los resultados obtenidos muestran
que la enzima expresa un éptimo de actividad a una concentracion de 25 mM de
cada una de estas sales, por lo que de aqui en adelante esta fue la concentracion
que se utilizé en los medios de reaccion. Cabe mencionar gue en todos los medios
de reaccion y de incubacion se utilizé como amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0.

Los resultados mostrados en la Figura 4 concuerdan con fas
generalizaciones hechas por Evans y Sorger en 1966: a) un variado nimero de
enzimas que catalizan reacciones diferentes son activadas por cationes
monovalentes y b) las enzimas activadas por K*, también lo son por NH,"y Rb" y
en menor grado por Na® y Li".

Varios autores han mencionado la importancia que tiene el radio idnico en
la sustitucion de un ion por ctro como activador de algunas enzimas, coincidiendo
todos ellos en que entre mas distinto es el radio del ion sustituto, en relacion al del
original, menor efecto activador tendra sobre la enzima (L.aughlin y Reed, 1997;
Wu y Scrimgeour, 1973; Hohenester et al., 1994; Toney et al.,, 1993; O'Brien y
McKay, 1995; Wilbanks y McKay, 1995). Lo anterior es apoyado por la relacion
encontrada entre los valores del radio idnico mostrados en el siguiente cuadro y

los resultados de la Figura 4.

JRADIO IONICO | PDIAMETRO DEL

CATION (A°) {ON HIDRATADO
! (A°%)
K 1.33 30

NH," 1.43 2.5 j

Rb" 147 2.5
Cs' 1.67 25

Na’ 0.97 45
Lit 0.68 6.0

Cuadro 2. Radio idnico y diametro de los cationes monovalentes utilizados.
b .
aTomadO de Laughlin y Reed, 1997. Tomado de Wu y Scrimgeour, 1973
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Figura 4. Efecto de los diferentes cationes sobre la actividad de ia BADH de P aeruginosa.
E! medio de reaccion contenia la enzima (360 ng/0.5 mL), amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0,
betaina aldehido 1 mM , NADP™ 0.3 mM y KC| (A), NH,CI (@), NaCl (x), CsCl (#), LiCl (+), o RbCI
(V) en un intervalo de concentracion de 0 a 200 mM. La temperatura en el medio de reaccion fue
de 30°C.

Después se investigo el efecto del NADP* sobre la estabilidad de la enzima.
Para esto se incubd a la BADH en diferentes concentraciones de la coenzima
(figura 5). Se puede observar que en ausencia de NADP" la enzima practicamente
no muestra actividad después de los primeros 3 minutos de incubacién. Se ha
encontrado que las enzimas de E. coli y de X. translucens también son inestables
en amortiguador tris HCI (Falkenberg y Stroem, 1990; Mori, et al.,, 1992). A una
concentracién saturante de la coenzima (500 uM), que corresponde a 11 veces su
Kd y 6 veces su Km (Velasco et al., 2000), la enzima de P. aeruginosa conserva
aproximadamente un 65 % de su actividad luego de 60 minutos de incubacién. En
un trabajo previo (Velasco et al., 1999) se utilizé6 hasta 1mM de NADP”, pero a

esta concentracion la enzima resultaba menos estable que en presencia de 500

uM de la coenzima.
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Figura 5. Efecto del NADP sobre la estabilidad de la BADH de P aeruginosa. La enzima (36
ug/ml) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0 y NADP 25
(x), 50 (@), 200 (') y 500 pM (@}. La actividad de la enzima fue medida a los tiempos que se
muestran. El medio de reacciéon contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del medio de
incubacion, amortiguador Tris-HCI 32 mM, KCI 25 mM, betaina aldehido 1 mM y NADP' 0.3 mM.
La temperatura en los medios de incubacion y de reaccién fue de 30°C.

Existe evidencia de que el NADP" puede proteger a otras enzimas de la
mactivacion. Park y Young, en 1998, demostraron que las enzimas 3-acetil piridina
de higado y musculo pectoral de humano son protegidas por NAD™ o NADP™ frente
a la inactivacién inducida por calor o tripsina.

Cuando se investigd la estabilidad de la enzima en presencia de los
diferentes iones a una concentracion de 25 mM pero sin NADP (Figura 6), se
observd que a los 5 minutos de incubacion los iones que mas estabilizaron a la
enzima (NH," y K') solo mantenian una actividad de entre el 10 y el 20 %,
mientras que con el Rb*, el Cs’, el Li' y el Na’ la enzima ya habia sido
completamente inactivada, al igual que cuando fue incubada solo con el
amortiguador. La distinta estabilidad de la enzima a concentraciones eqguimolares
de las diferentes sales indica que son los cationes, y no el cloro o la fuerza idnica,

jos que tienen el efecto sobre la estabilidad. Cuando se incremento la
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concentracion de los iones a 200 mM (Figura 7), ei efecto estabilizador de los

iones NH,', K" y Rb" fue mayor, pero ninguno de elios fue capaz de estabilizar

totalmente a la enzima por si solo.

1004}

Actividad (%)

Tiempo {min)

Figura 6. Efecto de los diferentes cationes sobre la estabilidad de la BADH de P aeruginosa.
La enzima (36 ug/mL) fue incubada en un medic que contenia Unicamente amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0 {®) ¢ este amortiguador junto con KCI (A}, NH, (®), NaCl (x), CsCl (#), LiCl (+), y
RbCI (V) a una concentracion de 25 mM. La actividad de la enzima fue medida a los tiempos que
se muestran. El medio de reaccion contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del medio de
incubacion, amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP" 0.3 mM y la
respectiva sal utilizada en el medio de incubacidn, a una concentracion de 25 mM. La temperatura

en el medio de incubacion y de reaccién fue de 30°C.
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Figura 7. Efecto de los diferentes cationes sobre la estabilidad de la BADH de P aeruginosa.
La enzima {36 ug/mi} fue incubada en un medio que conteniia Gnicamente amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0 (&) & este amortiguador junto con KCI (A), NH, (©), NaCli {x), CsCI (), LICl (+), ¥
RbCI (V) a una concentracion de 200 mM. La actividad de la enzima fue determinada a los
tiempos que se muestran. El medio de reaccién contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente
del medio de incubacion, amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP" 0.3

mM y la respectiva sal utilizada en el medio de incubacion, a una concentracion de 25 mM. La
temperatura en ambos medios fue de 30°C.

En un estudio previo (Velasco et al., 1999), se encontrd que la enzima era
100% estable en presencia de KCl 25 mM y NADP" 500 uM, concluyéndose que
es necesaria la presencia de la coenzima y el catidn para estabilizarla. Las Figuras
8 y 9 presentan la estabilidad de la BADH incubada con los diferentes cationes en
presencia de 50 y 500 pM de NADP®, respectivamente. La Figura 8 muestra que

los iones estabilizan a la enzima en el siguiente orden: NH," > 6 = K" > Rb* > Cs”
> Li"> Na".
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Figura 8. Efecto de los diferentes iones y el NADP' sobre la estabilidad de la BADH de P.
aeruginosa. La enzima (36 png/mL) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0 y NADP® 50 uM (=), o a esta coenzima junto con NH,C| (@), KC} {A), RbCI (V),
CsCl (@), LiCl (+) & NaCl (x) a una concentraciéon de 25 mM. La actividad de la enzima fue medida
a los tiempos mostrados. E! medio de reaccion contenia fa enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del
medio de incubacion, amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP'® 0.3
mM vy la sal respectiva utilizada en el medio de incubacién, a una concentracion de 25 mM. La
temperatura en el medio de incubacion y de reaccion fue de 30°C.

En la Figura 9 se observa que a una concentracion de 500 uM de NADP" y
en presencia de cada uno de los cationes (25 mM), la enzima presenta una mayor
estabilidad que con 50 uM de la coenzima (Figura 8). Lo que se relaciona con o
observado para la aldehido deshidrogenasa de S. cerevisiae, que es activada por
potasio, y que requiere ademas del ion de NAD" para una maxima actividad,
quizas influenciando un cambio en la conformacion de la enzima (Bostian y Betts,
1978).
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En 1996 Dickinson confirma esta idea, explicando que el metal activador de esta
enzima (el Mg®’) incrementa en aproximadamente 100 veces la afinidad de la
enzima por el NADP*, y que la union de esta coenzima produce un cambio
conformacional en la enzima para que se desarrolle su maxima actividad. Por otro
lado, la glutamina sintetasa (GS) bacteriana, que es activada por cationes
monovalentes, une con mas fuerza al catién en presencia de su cofactor ADP. Se
ha demostrado que el ADP induce movimientos del Asp 50, que es el sitio de
union del cation, permitiendo que éste se una (Liaw et al.,, 1995). En la Figura 9
también podemos observar que el NADP" por si solo estabiliza mas a la enzima

que cuando ademas hay Na* o Li".
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Figura 9. Efecto de los diferentes iones y el NADP® sobre la estabilidad de la BADH de P.
aeruginosa. La enzima (36 ug/mL) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0 y NADP" 500 uM (®), 0 a esta ceenzima junto con NH,CI (@), KCI (A), RbCl (V),
CsCl {#), LiC! (+) 6 NaCl (x) a una concentracién de 25 mM. La actividad de la enzima fue medida
a los tiempos mostrados. El medio de reaccién contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del
medio de incubacion, amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP' 0.3
mM y la sal respectiva utilizada en el medio de incubacién, a una concentracion de 25 mM. La
temperatura en el medio de incubacion y de reaccidn fue de 30°C.




Dicho resultado parece tener relacion con los efectos contrarios que en
ocasiones tiene el sodio sobre enzimas activadas por potasio; asi, la DGD de
Pseudomonas cepacia, que es activada y estabilizada por potasio, es
poderosamente inhibida por sodio y litio (Hohenester et al,, 1994), mientras que
en muchas otras enzimas que son activadas por potasio, el sodio falla en
activarlas, tal es el caso de la chaperonina 60 (groEl) que presenta 10 veces
menos actividad en presencia de sodio, a diferencia de cuando hay potasio en una
concentracion equimolar (Viitanen ef al, 1990). Hill y Castellino, en 1986,
explicaron que el sodio muestra diferencias con otros cationes en la forma en la
que actia sobre la actividad de la amidasa de bovino Des-1-41proteina C
(GDAPC). Mientras que para los cationes K*, Li*, Cs" y Ti" la grafica de
velocidades iniciales, dependiente de la concentracidon de cada uno de estos
cationes, es hiperbdlica, para el Na* existe una respuesta sigmoidal. Esto uitimo
parece indicar que existe una coperatividad en la union sodio. Para la hormona
Gpp (NH)p, guanil-5°-il imidodifosfato el orden en que los cationes monovalentes
la inhiben es: Na* > ¢ = Li* >> K" (Hinkle y Kinsella, 1984).

En las Figuras 10, 11 y 12 se muestra el efecto estabilizador de distintas
concentraciones de los iones rubidio, potasio y amonio, respectivamente, en
presencia de NADP® 50 uM. A una concentracion 200 mM de rubidio (Figura 10)
se mantiene el 70 % de la actividad de la enzima, despues de 150 min de

incubacion.
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Figura 10. Efecto del rubidio sobre la estabilidad de ia BADH de P. aeruginosa, en presencia
de NADP'. La enzima (36 ug/mL) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0, NADP" 50 uM y RbCl a una concentracion de 0 (), 25 (@), 50 (A), 75 (+) y 200
mM (®). La actividad de la enzima fue medida a los tiempos que se muestran. E! medio de
reaccion contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del medio de incubacién, amortiguador
Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP' 0.3 mM y RbCI 25 mM. La temperatura en
el medio de incubacién y de reaccion fue de 30°C.

El potasio por su parte (Figura 11), a la concentracion y el tiempo de
incubacion antes mencionados, mantiene un 90% de la actividad. La Figura 12
muestra como el amonio desde bajas concentraciones es capaz de estabilizar a la
enzima. En esta figura se observa como a una concentracion de 5 mM el ion
mantiene un 40 % de actividad enzimatica, después de 150 minutos de
incubacién; a partir de la concentracion de 10 mM dicha actividad se mantiene
entre un 70 y un 90 %. Esta figura también muestra que la linea de 200 mM se
encuentra ligeramente por debajo de la de 75 mM; dicho resultado se puede
relacionar a lo dicho por Evans y Sorger en 1966, quienes explican que las
enzimas utilizan potasio y no amonio o rubidio, debido a que estos iones a altas

concentractones pueden ser toxicos e inhibir a las enzimas.
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Ellos también mencionan que el potasio es el Gnico cation monovalente que se
encuentra en la naturaleza en cantidades suficientes y con las caracteristicas
adecuadas para satisfacer los requerimientos de la mayoria de las enzimas
activadas por cationes monovalentes. Como se describio en la seccion anterior los
cationes mas efectivos para mantener la estabilidad de la enzima in vitro son el
amonio, el potasio y el rubidio, que tienen un radio idnico y una esfera de
hidratacion similar ( ver Cuadro 2); considerando lo expuesto anteriormente,
podemos pensar que in vivo el ién activador de la enzima es el potasio, mientras

que in vitro el amonio resulta ser un eficaz imitador de dicho ion.
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Figura 11. Efecto del potasio sobre la estabilidad de la BADH de P aeruginosa, en presencia
de NADP'. La enzima (36 ug/mL) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCH
32 mM, pH 8.0, NADP" 50 uM y KCI a una concentracion de 0 (#), 25 (@), 50 {(A), 75 (¥}, 100 (+)
y 200 mM (). La actividad de la enzima fue medida a los tiempos que se muestran. El medio de
reaccion contenia la enzima {360 ng/0.5 mL) proveniente del medio de incubacidon, amortiguador
Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP" 0.3 mM y KCI 25 mM. La temperatura en
el medio de incubacién y de reaccion fue de 30°C.

29




Es sabido que la sustitucién de un ién por ofro provoca cambios en la
estructura de las enzimas. Toney y colaboradores, en 1993, demuestran que la
estructura del sitio activo de la diacil glicina descarboxilasa (DGD) unida a Na* o a
Li* es diferente a cuando esta unida a iones mas grandes, como K* o Rb*. En
1994 Hohenester et al., concluyen que la estructura activa o inactiva de la DGD
es dependiente del ion al que esta unida. Por otra parte, Xiang y colaboradores, en
1996, sugieren que la unidn de iones con diferente radio idonico puede causar
cambios conformacionales en la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH)
tipo 1l de humano; a su vez, se ha visto que en la triptofano sintasa bacteriana, los
cationes monovalentes funcionan como el interruptor que transforma a ia enzima
de una conformacion poco activa, tipo |, a una altamente activa, tipo Il (Ruvinov et

al., 1995). Por su parte McQueney y Markham, en 1995, mencionan que el tamaiio
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Figura 12. Efecto del amonio sobre la estabilidad de la BADH de P. aeruginosa, en presencia
de NADP". La enzima (36 pug/mL) fue incubada en un medio que contenia amortiguador Tris-HCI
32 mM, pH 8.0, NADP" 50 uM y NH,Cl a una concentracion de 0 (1), 5 (@), 10 (4A), 25 (V), 50 (¢)
75 (+) y 200 mM (x). La actividad de fa enzima fue medida a los tiempos que se muestran. El medio
de reaccién contenia la enzima (360 ng/0.5 mL) proveniente del medio de incubacion,
amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0, betaina aldehido 1 mM, NADP" 0.3 mM y NH,CI 25 mM. La
temperatura en el medio de incubacién y de reaccién fue de 30°C.
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del cation es el que dicta como se une y el grado en que es activa la s-
adenosiimetionina sintetasa de E. coli.

Una de las caracteristicas mas importantes que aportan ios cationes para la
activacion de las enzimas es el efecto electrostatico. Ahmad et al., en el 2001,
hablan de que ia proteina glucosa oxidasa (GOD) de Aspergillus niger presenta
repulsion entre sus residuos cargados negativamente, lo que mantiene a la enzima
en una conformacion “abierta”; asi, la interaccion con cationes monovalentes con
esas cargas negativas presentes en la enzima puede ayudar a compensar el
deficit de residuos basicos de ésta, resultando en el debilitamiento de la fuerza de
repulsion que se da entre los residuos negativos y permitiendo que la carga
positiva funcione como una fuerza que favorece la compactacion de la enzima.

Para conocer si las diferencias en la estabilidad de la BADH, mostradas en
las figuras anteriores, se relacionaban con diferencias en la estructura de la
enzima, promovidas por ausencia 0 presencia de alguno{s) de los cationes, se
obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia de la enzima bajo distintas
condiciones de inactivacion.

En la Figura 13 se muestran los cambios que hay en los espectros de la
BADH, luego de 10 minutos de haberla incubado en un medio que Unicamente
tenia amortiguador tris. La figura muestra un aumento en la fluorescencia (de 170
a 250 unidades) y un corrimiento del pico de maxima emision (de 335 a 338 nm).
La emision a esta longitud de onda es caracteristico de un triptéfano localizado en

el interior de la estructura proteica {tipo |) (Strasser et al., 1998).
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Figura 13. Espectros de emisién de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa incubada
con amortiguador Tris-HCI. La enzima (36 pg/mL) fue incubada en amortiguador Tris-HCI 32 mM,
pH 8.0, durante 0 (&) y 10 minutos (®). La temperatura de incubacién fue de 30°C.

En la Figura 14 se presenta el espectro de la enzima incubada en presencia
de NADP 50 uM. Se puede notar que a los diez minutos de incubacién también
hay un incremento en la intensidad, pero no cambia la longitud de onda a la que
se da el pico de maxima emision, ademas de que la intensidad de los espectros es
menor con respecto a la que presentan los de la figura 13; esta disminucién puede
explicarse por una transferencia de energia del triptofano al nucleétido unido
(Forster, 1948).

Un cambio en la intensidad en los espectros de fluorescencia es el reflejo
del ambiente al que esta expuesto el o los residuos responsables de dicha
fluorescencia (Gershenson et al., 2000). En las proteinas, la proximidad, la
especificidad geométrica o la polaridad local pueden aumentar la habilidad que
tienen algunos residuos para “apagar” la fluorescencia emitida por otros; por
ejemplo, los acidos glutamico, aspartico, serina, treonina, metionina y arginina

pueden aumentar o reducir este apagamiento de acuerdo a su proximidad y
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orientacion (Yu y Barkley, 1998). Relacionado con usto se ha observado que el
decremento en la intensidad de emision entre la apo y la holoenzima de la O-acetil
serina sulfidrilasa (OASS) de S. typhimurium esta asociada con la transferencia de
energia entre el Trp 50 y la coenzima; dicha transferencia es regida por la
distancia que hay entre ellos durante el plegamiento y desplegamiento de la
enzima (Benci ef al., 1999). Asi, se ha visto que al romper los puentes disulfuro de
la tiorredoxina de E. coli, que mantienen cerca a los "cuencheadores" del
triptofano, la fluorescencia incrementa; esto parece deberse a que dichos

"cuencheadores” se alejan (Slaby et af., 1996).
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Figura 14. Espectros de emision de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa
incubada con NADP®. La enzima (36 pg/mL) fue incubada en amortiguador Tris-HCI 32
mM, pH 8.0 y NADP* 50 uM durante 0 (®) y 10 minutos (@). La temperatura de incubacion
fue de 30°C.

Por lo general, los cambios en fluorescencia, encontrados en la literatura
son de disminucion (o apagamiento) en la intensidad; aunque en menor nomero,
también existen trabajos que hablan de un incremento en la fluorescencia, como

ocurre cuando hay una agregacion de la malato deshidrogenasa de citoplasma de
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la corteza adrenal de bovino (Senkevich et al., 1987); una activacion, como la de
las aminoreductasas microsomales de pulmén (Lizcano et al, 2000); un re-
plegamiento, como el de la endorramnosidasa de la cola del fago Py (Fan et al.,
1997) o una inactivacion, como la que se presenta en la fenilalanina hidroxilasa de
mamifero (Knappskog y Martinez, 1997). En ocasiones este incremento en la
intensidad de los espectros se debe a la desnaturalizacion de las proteinas. Uno
de estos casos es el de la triosa fosfato isomerasa de humano (hTIM), la que al
ser desnaturalizada por urea o por calor presenta un corrimiento de su pico de
maxima emision hacia el rojo y un incremento en la intensidad de la fluorescencia
(Mainfroid et al, 1996). Otra enzima que presenta una respuesta similar es la
tiorredoxina de E. coli, en la que el efecto del hidrocloruro de guanidina {(un agente
desnaturalizante) produce un incremento en la fluorescencia de hasta 5 veces, con
un corrimiento del pico de maxima emision de 345 a 356 nm, lo que indica un
desplegamiento de la proteina (Slaby et al., 1996). En el caso de la fenilalanina
hidroxilasa de mamifero, que presenta actividad como tetramero, el aumento de
pH desde 7 hasta 9 la disocia en dimeros y la inactiva, provocando tambien un
aumento en fa fluorescencia y un corrimiento del pico de maxima emision de 337 a
347 nm (Knappskog y Martinez, 1997). Por otro lado, Kleppe et al, en 1999,
observan un incremento en la fluorescencia de la fenilalanina hidroxilasa de
humano cuando es desnaturalizada con urea, ademas de un corrimiento de 2 nm
hacia el rojo en su pico de maxima emision. La glucosa deshidrogenasa de
Bacillus megaterium también presenta un aumento en la fluorescencia cuando la
enzima es desnaturalizada con urea (Mendoza-Hernandez et al., 2000).

Los cambios del pico de maxima emision son el reflejo del grado de
exposicion del triptofano al solvente, es decir, cambios en la polaridad de su
microambiente. Asi, el corrimiento hacia el azu!l en el espectro de la holoenzima de
la O-acetil serina sulfidrilasa de Salmonella typhimurium {LT-2), con respecto al
espectro de su apoenzima, es dado por la presencia de un microambiente menos
polar al que quedan expuestos los triptofanos (Benci et al., 1999), por el contrario,
un cambio en el pico de maxima emisidén de 405 a 408 nm es el reflejo de una

mayor exposicion del triptofano al soivente, hablando de esta misma enzima
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{Strambini et al., 1996). De acuerdo a esto, el incremento en la fluorescencia de la
BADH parece deberse a un distanciamiento de los "cuencheadores” del o los
triptofanos responsables de la emision, mientras que el corrimiento del pico de
maxima emision hacia el rojo del espectro parece ser resultado de un cambio en la
polaridad det microambiente de los triptofanos que emiten la fluorescencia. En la
Figura 15 se puede observar que cuando utilizamos 25 mM de los iones amonio
(15A) o potasio (15C) el incremento en la fluorescencia a los 10 min de incubacion
es minima. Los resultados encontrados son compatibles con los obtenidos por
Dickinson y Haywood en 1987, quienes observan que la aldehido deshidrogenasa
de S. cerevisiae, que es activada por potasio, no presenta cambios en su pico de
maxima emisién en presencia de 100 mM de KCI, lo que demuestra que no hay
cambios estructurales importantes cuando el ion esta presente. Con base en esto,
podemos decir que a una concentracion de 25 mM el amonio y el potasio
estabilizan la estructura de la enzima, en comparacion al efecto que tiene el
NADP" 50 uM (Figura 14). Las Figuras 15B y 15D muestran los espectros de
fluorescencia de la enzima en presencia de amonio y NADP™ o potasio y NADP™,
respectivamente. Estos resultados se relacionan con los mostrados en las figuras
6, 7 y 8, es decir, la enzima conserva la estabilidad estructural y se mantiene
activa en presencia de NADP y amonio o potasio. Es necesario que estén

presentes tanto el cation como el NADP” para que la enzima sea estable y activa.
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Figura 15. Espectros de emisién de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa incubada
con NH,CI o KCI, en ausencia o presencia de NADP". La enzima (36 pg/mL) fue incubada con
NH,Cl (A), NH,Cl + NADP" (B), KCI {C) y KCI + NADP" (D), durante 0 (®) y 10 minutos (). La
concentracién del NADP” y de cada una de las sales fue de 50 uM y 25 mM, respectivamente. El
medio contenia ademas ameortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0. La temperatura de incubacion fue
de 30°C.

La Figura 16 muestra el efecto del amonio y el potasio, solos o en
combinacién con NADP* 50 uM. A diferencia del experimento de la Figura 15, aqui
se utilizd una concentracioén de 200 mM para ambos iones; se puede observar que
a esta concentracion de potasio la enzima presenta una baja emisidon, que se
asemeja a la que muestra la enzima en la Figura 15D, en presencia de 25 mM del
i6n y 50 pM de NADP®; estos resultados también coinciden con los de la Figura
11, en donde se observa que a mayor concentracion de potasio la enzima
presenta mayor estabilidad.

El amonio acompaiiado por NADP presenta una emision similar a la que el
potasio iogra por si solo, mientras que el amonio a esta concentracion y sin NADP,

produce un importante incremento en la fluorescencia. En la Figura 16 también se
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observa que el amonio, a una concentracion de 200 mM, produce un aumento
considerable en el pico de emision de la enzima incubada durante 10 minutos.
Incluso acompariado por NADP®, la emision que produce la enzima con amonio
200 mM no llega a tener el bajo valor de emisidén encontrado en presencia de 25
mM de amonio (Figura 15A). Esto esta relacionado con lo que se observo en la
Figura 12, donde la concentracion de 75 mM de amonio, mantiene una mayor
actividad que la de 200 mM y con algunos resultados obtenidos durante este
trabajo, donde se encontré que un incremento en {a concentracion de amonio,
representa un aumento en ia emision de fluorescencia (datos no mostrados). Sin
embargo, no concuerda con lo que se observa en la figura 7, donde el amonio a

200 mM mantiene un 40 % de la actividad de la enzima luego de 60 minutos de

incubacién.
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Figura 16. Espectros de emisiéon de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa incubada
con KCl o NH,CI, en presencia o ausencia de NADP'. La enzima (36 ug/mL) fue incubada
durante 10 minutos con KCI* + NADP (@), KCI (=), NH,ClI + NADP® (®) o NH,CI (A). Las
concentraciones utilizadas para el NADP* y cada una de las sales fueron 50 uM y 200 mM,
respectivamente. El medio contenia ademas amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0. La temperatura
de incubacion fue de 30°C.
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Esta diferencia puede ser causada por que quizas una alta concentracion
de amonio produce un cambio conformacional que no inactiva a la enzima.

En la Figura 17 se comparan los espectros de fluorescencia de la enzima
incubada durante 10 minutos sin ién alguno o en presencia de cada uno de ellos
(25 mM); en esta figura se observa el siguiente orden en la intensidad de los
espectros: K* < NHs" < Rb" < Li* = Cs" < Na" < ningtin ion. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en las figuras 8 y 9, donde vemos que la enzima es
mas estable al ser incubada con K*, NH;" 0 Rb™ que con Cs”*, Li o Na*, ademas de
que comprueba que la condicion en que la enzima tiene una maxima emision (un

mayor cambio en su conformacién) es cuando no estan ni el catién ni la coenzima.
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Figura 17. Espectros de emisidn de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa incubada
con diferente cation. La enzima (36 pg/mL} fue incubada durante 10 minutos en ausencia de
algun cation (®}, o en presencia de NaCl (x), LiCl (+), CsCl (¢}, RbCI (¥), NH,CI (®) y KCI (A) 25
mM. El medio contenia ademas amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0. La temperatura de
incubacion fue de 30°C.
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También se observa que los picos de maxima emision de la enzima en presencia
de Cs*, Li", Na' o sin catién alguno, se da a 338 nm, mientras que con K*, NH,"
y Rb* se presentan en 335 nm. Esto parece indicar que en presencia de los tres
primeros cationes, o Unicamente con el amortiguador, el sitio donde se localiza el
0 los triptofanos que emite(n) se vuelve mas polar.

En los espectros de la Figura 18, la enzima también esta en presencia de
25 mM de cada uno de los iones, pero esta vez ademas hay NADP 50 uM;
también se muestra un espectro de la enzima Unicamente con NADP'. En esta
figura el orden de los espectros, de acuerdo a su intensidad, es el siguiente: NH,"
<6 =K"<Rb" < Cs" < NADP' < Li" < Na’. Llama la atencién que en presencia de
la coenzima (sin catién) la enzima tenga menor emision que cuando ademas estan
el Na* ¢ el Li". Este resultado se relaciona al que se discutio en la Figura 8: el
NADP™ solo es mejor para mantener la actividad de la enzima que junto con el ion

sodio.
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Figura 18. Espectros de emision de fluorescencia de la BADH de P. aeruginosa incubada con
diferente catién, en presencia de NADP®. La enzima (36 pg/mL) fue incubada durante 10 minutos con
NaCl + NADP" (x), LiCl + NADP" (+), CsCl + NADP" (#), RbCl + NADP" (V), KCI + NADP" (A), y
NH,CI + NADP' (@). También se muestra el espectro de la enzima incuba inicamente con NADP® ().
Las concentraciones utilizadas para el NADP' y cada una de las sales fueron 50 uM y 25 mM,
respectivamente. El medio contenia ademéas amortiguador Tris-HCI 32 mM, pH 8.0. La temperatura de

incubacion fue de 30°C.
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En la Figura 18 también se observa gue todos los espectros (excepto los
del Na'y el Li" ) tienen su pico de maxima emision a 335 nm, lo que sugiere que
en presencia de estos dos Ultimos cationes el NADP™ no evita que los triptofanos
sean expuestos a un ambiente mas polar.

Una vez que se determino que existia relacion entre la perdida de actividad
enzimatica y el incremento en el pico de emision del triptofano, lo que sugeria que
la inactivacidon encontrada era el resultado de un cambio en la conformacion de la
proteina; ademas, con base en los trabajos en donde se seiala que los
incrementos en la fluorescencia del triptofano estan relacionados con la formacion
de agregados {Senkevich ef af, 1987 y Mendoza-Hernandez et al., 2000) se
decidio realizar experimentos de entrecruzamiento de la proteina mantenida
durante 60 minutos bajo condiciones estables (con NH," o K' y NADP") o
inestables (Unicamente con el amortiguador Tris-HCI). Después de estos 60
minutos, la proteina se fijo con glutaraldehido, como se explica en la metodologia.
Los resultados se muestran en la Figura 19. En ella se observa que la masa
molecular de la proteina sin entrecruzar (carril 1), es de aproximadamente 61 kDa.
Se ha demostrado que dicha masa es en realidad menor (53 kDa), pero que se
sobrestima cuando se determina por electroforesis en gel de acrilamida con SDS
{Velasco-Garcia, 2000), al igual que pasa con la enzima de Amaranthus
hypochondriacus (Valenzuela-Soto y Mufoz-Clares, 1994). En el carril 2 se
observa la enzima entrecruzada con glutaraldehido en presencia de amortiguador
de fosfatos, en el que se mantiene estable la enzima. Se pueden observar 3
bandas: la primera de 159 kDa, que corresponde al dimero, el cual se ha
propuesto como unidad fundamental de agregacion para la enzima (Velasco et a,
1999); la segunda de 65 kDa, que corresponde a la subunidad y la tercera de 52
kDa, que parece ser resultado de un entrecruzamiento intrasubunidad. En los
carriles 3 y 4, donde la enzima fue incubada con potasio y amonio 25 mM,
respectivamente, en presencia de NADP* 50 pM, aparecen las mismas bandas
(159, 65 y 52 kDa), junto con otras que se observan a la entrada de los geles
separador y concentrador, con una masa molecular superior a la que tienen los

marcadores utilizados. Esto ultimo parece indicar la presencia de una parte de la
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proteina en forma de agregados. En el carril 5, que corresponde a la enzima
completamente inactiva (amortiguador Tris-HCI Gnicamente), vuelven a aparecer
las mismas bandas (159, 65 y 52 KDa), pero en baja cantidad, a pesar de que en

todos ios carriles se puso la misma cantidad de proteina.

Figura 19. Entrecruzamiento de la BADH de P. aeruginosa bajo diferentes condiciones de
estabilidad. E! carrif 1 muestra la proteina sin entrecruzar. Del carril 2 al 5 se presenta la enzima
sometida a entrecruzamiento con glutaraldehido, pero que previamente fue incubada durante 60
minutos con el amortiguador de fosfato de potasio 100 mM, pH 8.0 (carril 2), con el amortiguador
Tris-HCI 32 mM, pH 8.0 (carril 5) o con este ditimo amortiguador y en presencia de NH,C| + NADP*
{carril 3) o de KCI + NADP” (carril 4). La concentracion de ta enzima sometida a incubacién en los
diferentes medios fue de 527 pg/ml; Ia cantidad de proteina que se aplicé en cada carril fue de
5.26 ug. EI NADP' se utilizé a una concentracion de 50 uM y las sales de amonio y potasio a 25
mM. M= marcadores de peso molecular, Para mayor detalle ver “Experimentos de
entrecruzamientc” en la seccién de metodologia.
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Cabe mencionar que se descarta ia posibilidad de que este resultado se
deba a un artefacto de la tincién, debido a que este experimento se repitid en
varias ocasiones tifendo con plata y con azul de coomassie, obteniéndose en
todas ellas el mismo resultado. La “desaparicion” de la proteina, podria explicarse
por la formacion de agregados de mayor tamafio que no pueden entrar al gel
concentrador y que durante el proceso de fijacion son lavados de éste.

Para corroborar st esta suposicion de formacion de agregados inactivos era
cierta, la enzima fue sometida a un analisis de dispersion dinamica de luz, que
determina el coeficiente de difusion de las moléculas y a partir de éste, su radio
hidrodinamico y el peso molecular. Los resultados se muestran en la Figura 20 y

en el Cuadro 3.

Figura 20. Efecto del amortiguador tris sobre la agregacion de la BADH de P. aeruginosa.
Se observa la aparicion de diferentes especies de agregados a lo largo del anélisis de dispersion
dinamica de luz de la enzima (64 pg/mL).

Cabe mencionar que el peso del dimero de la enzima es de 109 KDa, y
que en el analisis de dispersion dinamica de luz, el peso que se encontrd en las
condiciones mas estables (NHs" + NADP* 500 uM), fue de 6000 KDa, es decir,
alrededor de 55 dimeros unidos. Este resultado es dificil de explicar, sin embargo

podemos mencionar que existen enzimas que son activas en forma de agregados,




como ocurre con tres celutasas de hepatopancreas de Haliotis fulgens (abuion
azul). (Hernandez-Santoyo et al., 2000). No obstante, se puede observar que en
estas condiciones de mayor estabilidad no cambia el peso molecular del agregado
enzimatico a lo largo del tiempo (ver Cuadro 3), mientras que cuando la enzima se
encuentra en condiciones inactivantes (Unicamente Tris-HCI) hay un incremento

en el tamano de los agregados, con respecto al tiempo (Figura 20).

[ Lectura Tris NH, +NADP* % Masa
Tiempo [ MW(KDa)| Tiempo | MW{KDa)
| _| (Seg) (seg.) |
L1 | 185 3590 0.0 4230 100
. ..2 213 7530 256 3380 100
3 3 4580 452 7400| 100
4 | 347 8280 479 4750 100
5 399 5820 502 3250 100
. 6 | 444 9550 529 12900 100
7 | 523 14800 627 6070 100
8 609 11400 650 6620 100
9 652 10300 699 ] 6970 100
10 680 8270 721 5860 100
11 774 11500 746 11000| 100
12 799 22600 766 5420 100
13 822 5080 825 4240 100
14 847 22200 877 3490| 100
15 897 12700 205 4680 100
16 922 6210 928 3200 100
17 848 7000 953 4300, 100
18 1148 19100 976 4770] 100
19 1208 3000 - - 100
20 1255 15600 - -[_100
21 1336 11800 - -[ 100

Cuadro 3. Datos obtenidos durante el analisis de dispersion dinamica de luz de la enzima con &l
amortiguador tris y con NH,” + NADP" 500 uM.

Mozhaev y Martinek en 1982, hablaron de que las mayores causas de
inactivacion de las enzimas son: a) agregacion, b) intercambio tiol disuifuro, c)
alteracion de la estructura primaria (modificacion quimica de grupos funcionales),
d) rompimiento de puentes disulfuro, €) disociacion del grupo prostetico del centro
activo de la enzima, f) disociacion de proteinas oligomericas en subunidades y g)
cambios conformacionales en la macromolécula. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente trabajo se propone que la BADH pierde su actividad,

cuando esta en presencia de tris Unicamente o de iones como el sodio, no por que
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se disocien sus subunidades, sino porque se forman agregados inactivos de la
enzima. Se ha dicho, para otras proteinas, que para que se formen agregados
deben haber cambios en su estructura, como la exposicion de grupos hidrofobicos
(Uversky et al., 1998), lo que puede explicar los cambios en la fluorescencia
encontrados aqui. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Hartieib et a/.,
2001, quiénes al separar el i6n activador Ca®* de la enzima di-
isopropylfluorofosfatasa de Loligo vuigaris, encuentran que el desplegamiento de
la proteina es acompafiada por una agregacion. Por su parte Senkevich y
colaboradores, en 1987, encuentran que el incremento en la intensidad de la
fluorescencia, junto con un pequefio corrimiento del pico de méaxima emision hacia
el rojo, estan asociados a la agregacién de la malato deshidrogenasa de

citoplasma de corteza adrenal de bovino.
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1.

CONCLUSICNES

La enzima BADH de P. aeruginosa es activada in vitro por todos los catior.es
monovalentes probados a 25 mM; sin embargo, este efecto fue superior para
K" y para aquellos iones con un radio iénico similar (NH," y Rb") o ligeramente
mayor (Cs*) al de éste. En presencia de cationes con un radio idnico inferior

(Li" y Na™) la activacion fue menor.

El efecto de los iones sobre la estabilidad de la enzima, en amortiguador tris-
HCI, también depende del tamano del ion, encontrando que dicho efecto se da
en el siguiente orden: NH," > 0 = K" >Rb* > Cs* > Li* > Na*. El NADP" también
estabiliza a la enzima; no obstante, el uso por separado de esta coenzima o de
cualquiera de los iones mencionados, mantienen una baja estabilidad. La
mayor estabilidad encontrada, se da en presencia de NADP (500 M) y de los
iones NH," y K* (25 miM).

La inactivaciobn de la enzima parece ser resuitado de cambios
conformacionales en la proteina, evidenciados por un incremento en la
fluorescencia del triptofano y un corrimiento del pico de maxima emision hacia
el rojo. Lo primero podria deberse a la separacion entre el triptofano que emite
la fluorescencia y un residuo que en la proteina estable recibe dicha energia; el
desplazamiento hacia el rojo parece ser debido a cambios en la polaridad del
sitio en donde se localiza dicho friptofano. Bajo condiciones de méaxima

estabilidad (NADP™ y NH," o K*) estos cambios no se presentan.

Los cambios conformacionales antes mencionados producen, a su vez,
agregados proteicos inactivos, los que posiblemente se forman por
interacciones entre zonas hidrofébicas que se exponen durante el proceso de

inactivacion.
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