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H.ESUMEN 

La bctaina aldehído dcshidrogcnasa (BADH. EC 1.2. 1.8) cataliza la oxidación irreversible. 

dependiente de N1\D .• de la bctaina aldehído para producir glicina bctaina. un clicicntc 

usmoprotcctor. El disultirmn (DSF) es un inhibidor de las aldchido dcshidrogenasas. 

ampliamente usado en el tratan1icnto de alcoholismo. que actúa oxidando a la cisteina 

cscncictl que reside en el sitio activo. Como parte de un estudio comparativo de las 

propiedades funciunalc:s y estructurales de BADHs de origen bacteriano. vegetal y animal. 

en este trabajo csludimnos el efecto del disultiran1 sobre la enzima de hoja de aanaranto. Se 

encontró que el DSF la inactiva en una manera dependiente del tiempo y de la ~osis. Este 

proceso sigue una cinética bifásica .. con constantes de velocidad de inactivación de segundo 

orden de 11.67 ± 0.05 y 0.50.± O.«:t4 l\l-ls-1 para las fases de inactivación rápi~fa y lentay 

respectivamente. Sorprendentemente.. betaína aldehído. NAD• y NADl-l_.. no· sólo no 

protegen a la enzima .. sino que promueven un incremento en la velocidad de inactivación. 

Este resultado sugiere que los ligandos inducen un cambio conformacional que aumenta la 

reactividad y/o accesibilidad de la cistcína catalítica. La enzima inactivada por DSF en 

presencia del sustrato se reactiva por ditiotrcitoly pero no por el reductor fisiológicO 

glutatión. El inhibidor no produce cambios en el estado de oligomerización de la proteína .. 

pero provoca la tbnnación de un puente disulfuro intrasubunidad. 
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l. INTl{Ol>UCCIÓN 

Uno de los problemas mas graves que cnfrcntu Ja agricultura actualmente es la gran 

cantidad de suelos que en forma regular o esporádica están sometidos a periodos de sequía. 

o que no pueden cultivnrsc debido a la acunmlación de sales. a consecuencia de prñcticas 

agricolas inadecuadas como abuso de fcnilizantcs y alta irrigación. Estas con~icio_ncs 

ambientales producen en las plantas un ICnómcno conocido con10 estrés osmó~ico .. que 

conlleva pCrdida de agua por las cClulas y at't!cta severamente la productividad .. El_ amaranto_ 

es una dicotiledónea. muy tolerante a sequía. de gran intcrCs agrícola por el alto éontcn~do 

protcinico de sus semillas. que son usadas amplian1cntc como ~alimento,_cn: la ;dieta 

mexicana. Esta planta constituye. por tanto,. un modelo intcrcsrintC.: p'ri~~~-:·~.1 .e~t~~·i6 · dC. ias 

bases moleculares de la respuesta de las plantas a estrés osmótico. q~·c P~Cd~ ~8d'?~.ás tC-ncr 

importantes aplicaciones biotccnológicas en un lltturo. 

En una gran variedad de organismos. desde bacterias hasta animales,.~, la· respUcst3 

mt.!tabólica más general al cstrCs osn1ótico es la síntesis y acumulación ~~::~~·~c~~~P.i~~a- dC_ 

compuestos orgá.nicos neutros conocidos con10 solutos compatibles u osmop~otcéiorcS~- los 

cuales evitan gran parte de los daños ocasionados por Ja dcshicirat8.ció_n_CeluJa/al igtiB.lar el 

potencial osmótico del citoplasma con el del medio externo y al esÍ~~¡·¡~~~· ~~~t-~cturas 
proteicas y mcmbranales. 

La enzima betaina aldehído dcshidrogenasa (BADH,. EC. 1.2.1.8) .· cataliza ·.la o~idación 

irreversible~ dependiente de NAO ... de bctaina · ald.chido ·para ~~~cÍuc~r .·g)f~¡·~~- _b~taina~·: Este . ' . "'. 

Ultimo compuesto es uno de los osmoprotectorcs con·o~idos '01á~: ~ficientcs qUe se Produce. 

en respuesta al estrés osmótico tanto en bacterias como ·en algas. plantas o animales. En el 

caso de las plantas. la glicina bctaina es un blanco- po.tcncial de ingeniería metabólica. ya 



que muchas plantas de interés agrícola no poseen la capacidad de sintetizar y acurnul¡lf este 

potente osmolito. De hecho .. se están haciendo intentos de transfbrmar plantas con las 

enzimas involucradas en su síntesis,. pero uno· de los problemas más importantes con este 

tipo de cnfbques experimentales es que existe un gran dcsconochniento acerca de la 

estructura de la enzima y los mecanisn1os que regulan su actividad. 

El Disulliran1 (DSF) es una sustancia que desde hace 50 años se utiliza clinican1cntc en el 

tratamiento de enfermos del alcoholis1110. Se sabe que éste ejerce su cfé:cto fürmacológico a 

través de una inhibición de Ja aldehído dcshidrogcnasa (ALDH) ntitocondrial de higado de 

mamifCros. Se ha de111ostrado .. en estudios in •·ilro .. que el DSF inhibe directarncntc a la 

ALDl-I de mitocondria de hígado de rata (ALDH clase 2) al lbrmar un enlace disultUro 

intramolccular entre dos de las tres cistcinas contiguas presentes en el sitio activo de la 

enzima. En relación al efecto que tiene este compuesto sobre las BADl--ls (también aldel~ido 

deshidrogcnasas),. se ha encontrado que la enzima de hígado humano cs .. i11 vitro. insensible 

ni DSF; sin embargo,. no se han realizado estudios acerca del efecto que este compuesto 

tiene sobre otras BADHs,. concretamente la de plantas. Con10 parte de un estudio 

cornparativo de las propiedades funcionales y estructurales de BADHs de diferentes 

orígenes~ bacteriano .. vegetal y animal .. el presente trabajo se encaminó a profundizar en este 

nspccto. Para ello .. fue necesario realizar estudios de ntodificación quí111ica de la enzima y 

caracterizar en términos cinéticos y estructurales este cambio. Aden1ás.. se evaluó . la 

influencia de los sustratos y productos de la enzima sobre el proceso de modificación 

covalcnte por DSF. En conjunto,. y con base en los resultados obtenidos~ _ fi..ae posible 

establecer una propuesta de mecanismo de inactivación que se ajusta satisfactoriamente a 

los hallazgos cxpcrin1entalcs. 



11. ANTECEDENTES 

11.1.·l,\IAHANTO 

El amaranto fue un cultivo llmdamcntal entre las. civilizaciones prehispánicas del Nuevo 

:\·1undo. Su Jlrcscncia data de cerca- del año 4000 el.e.,. en la región del valle de Tchuacit.n. 

~1éxico. En el_ i\.1éxico prchiSpánic~ el ·.am3rant~ .constituyó": uno de IOs cultivos básicos en la 
", _'.'. -.> ·._ -. :- . ' ~ .-· . . 

alimentación junto con c1_·maí7_ frijol..'Ca1a~aza y chiles de ditCrcnt~s especies. 

11.1. I Cnrnc1eríslicas generi.tlcs del cultivo 

l~I arnaranto es una dicotiledónea del orden Cc11:t·ophyl/1.1/C!...,. perteneciente a la familia 

,\ntarantaccac que comprende hierbas anuales o perennes. con hojas opuestas o alternas y 

sin estipulas. La taxonomía del amaranto es la siguiente: Eukan·otª~ Viridjnlantae; 

miembros del género A111aru111hus se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones 

tropicales. subtropicalcs y aun templadas del mundo entero. El género con1prcnde unas 60 

especies. Los colores del tallo y las hojas van de rojo a verde con una multitud de matices 

intcnncdios. y de ramificado a no ramificado; los colores de la semilla varían desde el 

negro al blanco. 

Después de varios estudios se ha llegado a la conclusión que las especies de semilla 

comestible se reducen a: A111t1ra111/t11.•.; /1_171ocho11drie1c:11s, A111an1111/tu.,· c..:a11da111s y 

A111ara111'111.\· cr/11.!llfll.,. (Trinidad-Sant.os c!t .~1.l.y l 99C:·»·. De las tres especies anteriores. sólo A. 

cr11c!11t11s y A. lt.,i11oclto11tlrit.1c11.,· Se .. cul~ivan en· Mt..~ico y "'· cautlc.1111.\~ en SudamCrica 

(Trinidad-Santos y Gómcz-Lorcncc. 1986). 

·------~------- ·-~---- -...... 



11.1.2 FisiolOJ!Ía del mnnran10 

El an1aranto es una planta' eficiente· en su proceso fotosintético. ya que tiene metabolismo 

C4 .. rnccanismo de. fijación ~e ~'l_rbo.no que supcia en eficiencia al resto de las plantas CA~1 

y C3. Las plantas con ·rut~- C4 Crecen,.. en generat tnñs rápidarnente y responden n1ejor bajo 

condiciones,·an~bicntal~~ --~d~-~~sUs~ Tienen un uso mtls eficiente del agua consumida para 
' -... ,.-: ' ·: 

tbrn1ar biomasá-.. · :-~~- :~-~~-~·~;-~·ÍacÚ;;¡- con las plantas C3 (Flores Zcnil. I 994). El arnaranto es 
-.:'-.. · ': ·:." 

una planta· mCsoÍitica~·:'no·: resisÍerite a la sequía pero que n1ucstra un uso de agua muy 

eficiente (300:g dC agua transpirada/ g de materia seca). n1ientras que otros vegetales como 

el trigo y la cebada. que son plantas con metabolismo C3. tienen un mayor consun10 de 

agua por gramo de materia seca (540 y 5420 g de agua transpirada/ g de materia seca. 

respectivamente} (Del Río-Portilla. 1988). Es notable que incluso requiere n1enos agua que 

el maíz. una planta con metabolismo C4 de gran interés agronómico y cultural (Flores-

Zcnil. 1994; Trinidad-Santos y Gómcz-Lorencc. 1986). 

Además. pese a que el amaranto no es resistente a la sequía. una de sus caracteristicas que 

llama la atención es la rápida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas .. la que 

se lleva a cabo en aproximadan1ente _20_ mi':luto~ .. Po_!":_· !!Stas c~ractcristicas se considera que 

es una planta tolerante a la sequía. 

Por otra parte. se ha encontrado que en las hojas dC. 8.maranto. después de ser so111etidas a 6 

horas de déficit hidrico con una solución ~e polietilénglicol (PEG>~ I~ que conlleva a una 

reducción en su cantidad relativa de agua de un 90 a un 70%. se produce un inéi-emento en 

los niveles de an1onio y glicina betaina y en la actividad de las enzimas. gluiamato sintetasa 

y bctaina aldehído dcshidrogcnasa (Gamboa <!1 al .• 1991; Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 

1994). Se ha sugerido que la estimulación de la fotorrcspiración en las etapas tempranas del 



c~arCs produce el incrcmcnlu de amonio que será usado para Ja subsecuente sinlesis de 

glicina bc1aina 

El cultivo de amaranto se desarrolla mejor cuando la temperatura es alta .. alcanzando 

cuando n1cnos los 21 ºC .. con un "óptirno de tCmpcratura para la germinación entre los 16 y 

35° C~ y su rapidez de maduración se i~cremcnta cuando h:1s temperaturas alcanzan el límite 

superior de este intervalo. Las especies A; /~\'f"''-"""""ricu .. :11 ... - y A. c..·rtl(/llftts toleran 

temperaturas altas y no resisten temperaturas bajas ni heladas~ su crecimiento cesa a los 8 

ºC y las plantas se dañan a temperaturas in1Criorcs a las ~tºC (Flores Zcnil. 1994 ). En los 

últimos años .. la superficie de .siembra en l\1C.xico se ha incrcrncntado por su capacidad de 

adaptabilidad a la mayoria de las condiciones climaticas del país y .. sobre todo .. por ser 

tolerante a In scquia. 

El amaranto por ser un cultivo de ciclo corto .. tolerante a la sequía .. con un alto valor 

nutritivo de semilla y hojas ( 17% proteínas.. carbohidratos asimilables.. vitaminas y 

minerales>.. y con múltiples usos y fonnas de aprovechamiento se considera ~orno un 

cultivo alternativo para muchos lugares donde hay escasez e irregularidad de- lluvias y 

donde.. incluso.. ~e presentan problemas de abasto de alimentos que afectan la ·salud 

poblacional (Flores Zenil. 1994 ). 

11.1.3 Dislribución nncionnl 

Con10 ya se menciono· .. el an1aranto es uno de los cultivos más antiguos de América. En 

1\1Cxico. la producción comercial de amaranto actualn1ente se concentra en cuatro regiones 

productoras9 de acuerdo con Trinidad-Santos ( 199<?'· todas cllaS de tempoÍ"al._ 

1. San Miguel del Milagro .. Nativitas. San José Atoyotenco .. y San Felipe lxtacuixtla en 

el estado de Tlaxcala. 
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2. Huazulco. r\milcingo .. Jantctclco y Amcyulca en el Estndo de Marcios. 

3. Tulychualco.-Niltivitils .. Milpa'A1ta y Xochimilco en el Distrito Federal. 

4. Huaquechula., Santia~o T~cl.a y_ T':J~CÍngo del Valle en el Estado de Puebla. 

Recientemente, se_ha:-de~~ertado-g~lln interés por su cultivo en.varias partes del mundo 

debido al alto valor nutriti:~~'dC la se'~li118 del ~marnnto 

11.t.4 ln1port~tncin nutri1~_1Cntnl y tccnoló~ica 

Una de las características. máS importantes del amaranto cs .. sin duda, su alto valor nutritivo 

(Tabla 2). Las plantas·· de _amaranto. además. se pueden aprovechar d~ múltiples ·tbrmas: 

como grano, como verdura o como forraje. La semilla presenta· una gran versatilidad., 

pudiéndose util~7..ar en la preparación de diversos alimentos y tiene., además., un ·p·rometedor 

potencial de utilidad industrial, tanto en la industria de los alimentos como en la 

elaboración de cosméticos y colorantes. 

Técnicamente el grano de amaranto es considerado como un pseudoccrcal., ya que tiene 

características similares a las de los granos de cereales verdaderos de las n1onocotiledóneas. 

Al igual que éstos, contiene cantidades importantes de almidón .. con la diferenc~a de que 

éste se encuentra almacenado en el perispcnno y el embrión ocupa gran parte, ~el, grano, 

conformando así una buena fuente de lípidos y tan1bién de proteínas. Sin cmbarSo .. por ser 

una dicotiledónea., no es considerado como un cereal verdadero. Es importante _señalar que 

estas caracteristicas de su estructura son imponantes en la determinación dC las .. tecnotogias 

a utilizar en el procesan1icnto del grano. 

Diversos autores han reportado contenidos de proteína en amaranto que van de t 5 a 17% 

(p/p),. pero su importancia no radica sólo en la cantidad sino en la calidad de la proteína., ya 

K 
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que presenta un c . ...:cclentc balance de aminoücidos. Por su composición .. la proteína del 

mnaranto se ascn1cja n la prOtcina ideal propuesta por la FAO para la alin1cntac;:ión humana. 

Tiene un contenido impo"rtantc de lisina .. aminoácic~o cSencial en ~a alimentación humana y 

que co1núnmentc es limitnntc en otros cereales (Tabla 1 ). 

·ri\.Hl..A t. Perfil de nrnino:icidos csenchtlcs de IÓs J!r:t~1os y sernill:ts dé. rnnyor 

consurno en Lnlinuarnéricu .. d:11o~··ex1~ . .':~sn·d·~s .~~r ~~·;~la ú)Ü. ji.-~.~~;~.-¡;·~·~~en~~ (l;~~tituto 
Nacional de Ñutrici'ón S~lv:1dor z~;·bi~~~~ :¡~97;~·-~ 

AMINOÁCIDOS AMARANTO 
ESENCIALES SEMILLA 

lsoleucina (mg) 695.00 

Leucina (mg) 1030.00 

Usina(mg) 970.00 

Metionina (mg) 344.00 

Fenilalanina (mg) 707.00 

Treonina (mg) 676.00 

Tnptofano (mg) 51.00 

Valina{mg) 642.00 

Arginina (mg) 1449.00 

Histidína (mg) 451.00 

ARROZPULIDO 1 MAl~GRANO'.:' •;Ri.Joi. TRiGOGRANO 

296.DO ' 35~:oÓ ~ROME~~~.00 ;< 426.00 

561.00 :.1190_0;/- "1665.oo 671.oo 

406.00 

454.00 

165.00 

342.oo .. · 

67.00. 

461.00 

396.00 

256.00 

.1593.00 

234.00 

:11s4:00 

·676.00 

223.0D 

rn16.oo 

1257.00 

627.00 

374.00 

196.00 

569.00 

362.00 

142.00 

577.00 

602.00 

299.00 

Por ello, se han desarrollado técnicas para extraer de la semilla de amaranto concentrados 

proteinicos de alto valor que pueden ser usados en la elaboración de diversos alimentos 

para elevar su valor nutritivo. Estos concentrados pueden sustituir a la proteína de la soya 

que se utiliza en la elaboración de muchos productos que hoy día ya son populares. con I~ 

ventaja de un menor costo. Un uso novedoso que se ha dado a estos extractos es en la 

elaboración de mayonesas y aderezos bajos en calorías. Aprovechando las características 

aglutinantes del grano. se sustituye la grasa que comúnmente contienen dichos aderezos por 

•) 



el extracto proh:inico de anmranlo. que da la consistencia al producto. Otro producto que se 

encuentra en desarrollo es una bebida de amaranto denominada "leche de amaranto". Esta 

bebida representa una opción. viable y más cconó.mica para personas que presentan 

intolerancia a la lactosa. Promover su consu1no. sobre todo entre la población infantil 

ayudaría a elevar d nivel nutricional de la pobl.ación~ panicularmcntc la de escasos 

recursos 

El almidón es el co111poncntc principal en la semilla del amaranto. pues representa entre 50 

y 60•Vo de su peso seco. El ahnidón del amarnnt<.'l posl!c dos características dist:ntivas que lo 

hacen muy prometedor en la industria: tiene propiedades aglutinantes inusuales y el tamaño 

de la molCcula es 1nuy pcquci\o (aproximada111entc un dCci1no del tamaño del almidón del 

maiz). Estas caracteristicas se pueden aprovechar para espesar o pulverizar ciertos 

alin1cmos o parn i111itar la consistencia de la grasa. 

Por lo general el grano es utilizado en la elaboración de dulces. llamados ualcgriasn. No 

obstante. se han hecho también estudios sobre su potencialidad de utilización como un 

complemento en la composición nutritiva de harinas. La harina de amaranto se utiliza para 

la elaboración de atoles. tarnales. tonillas. galletas .. pastas para sopa. polvo para bebidas 

instantilncas.. cereales u hojuelas. pasteles.. botanas. con lites. pinoles. - mcr~e13das ·.y 

budines. y se puede mezclar con la harina de otros cereales como la, del n1ai~ para 

suplcmc:mación de los productos (Trinidad-Santos y Gómcz-Lorence. l?S6r· · 

En el impulso a la industrialización del amaranto no sólo se ha puesto .atención 31 grario. ya 
~. : . -. : - ~.:· ::· ·. . . : ."'· . -: ','.. ·--:: 

que también las hojas pueden ser aprovechadas como verd~ras. Y~. c~u3.ndo··:-1a 'plarliá está 
. ' .. ~--

madura .. como alin1ento para ganado. El valor nutritivo de las hojas:-de ··ai11~ranto ha· sido 

tan1bién an1plian1cntc estudiado y se ha encontrado que la hoja contiene altO contenido de 

caldo. hierro. tOstbro y magnesio .. así como de ácido ascórbico .. vitan1ina A y fibra. El 
IO 



cultivo de m11ara1110 para aprovechar únicmnentc las hoja:-; requiere mayor humedad. ya que 

se ha observado que bajo condiciones de déficit hidrico las hojas contienen altos niveles- de 

oxalatos y nitratos~ que pueden tener .-efectos· adversos para l¡1 nutrición humana o animal. 

No obstante. al hervir las hojas J_a concCntración de estos con1pucstos disminuye. Otro 

proyecto i1npo~tantc-.cs c.~ -~~~a_rrol_lo -~-~ _ut~~, bcb!.~a·:~t-~ tibnt dietética y laxante a pan ir de 

las hojas de amarantO. 

·rAULA 2. Cm1111nración d~I ~;~-~Or 1:~u1r~1h;-~_dc In sen1illn de A.111nrnnto y otros granos 

y se111illas ~le uso conu~n~ (j·J~~Os-'~x11r~snli~S_por cndn 100 ~de ulimcnt~ (lnstitutO 

Naciol1a1 de· ~~~-ridón ~atVador ?-ubirán~ 1997). 

CARACTERISTICA AMARANTOSEMIÚA-- ARROZ.PUUCÍO .MAIZ AMARILLO FRIJOL PROMEDIO 

Porción comesllble % (p/p) 100.DD 100.00 92.00 100.00 

Humedad % (plp) 12.30 ·11.20 13.80 7.90 

Fibra cruda(g) 6.70 1.90 12.20 4.30 

Energía (kcal) 358.00 3Él4.oo 350.00 332.00 

Hidratos de carbono (g) 65.10 78.00 69.60 61.50 

Proteínas totales (g) 12.90 7.40' 8.30 - 19.20 

Grasas totales (g) 7.20 1.00 4.80 1.80 

Calcio(mg) 247.00 10.00 158.00 228.00 

Fósforo (mg) 500.00 104.00. 235.00 407.00 

H1erro(mg) 3.40 1.10 2.30 5.50 

Riboflavina (mg) 0.32 0.03 0.08 0.14 

N1acina (mg) 1.00 1.60 1.60 1.70 

'···~---~·· ,_ ~---'· --·-··~·· 
En resun1cn. el amaranto tiene varias formas de utilización y ~u consumo va desde la planta 

verde hasta la semilla tostada: Debido a ello y a su amplia versatilidad se ha conv.enido en 

un cultivo potencial en zonas con escasa precipitación. Su utili7.ación gira en tomo a su 
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importancia alimentaria y a la gntn cantidad de productos derivados que se han desarrollado 

a hase de amaranto. 

El estrés ambiental causa pérdidas signilicativi1s de cosechas. Existen numerosos tipos de 

estrés que con frecuencia son cspccilicos. para una cosecha o ubicación determinada. 

Dentro de los tipos tic estrés mnbiental mas frecuentes se encuentran: scquia .. alta salinidad .. 

temperaturas extremas. hipoxia ci~bastccimiento restringido dt! oxigeno en sucio 

compactado). deficiencia de nutrient,c~ mincralCs. tusicidad por n1ctales. contaminantes. y 

radiación incrementada U~. La investigación C:" esta área se lleva a cabo con la esperanza 

de mejorar el rendimiento de las cos'~chas·afectadas. 

11.2.1 Osntolitos cmnpatiblcs 

El estrés hidrico es quiZás· 1a _causa" más c~mún que ocasiona pérdidas en el rendin1iento de 

las cosechas y .. a· la vez. représcÍlta·:·el ·aspecto más dificil de abordar debido a la fuene 

relación que existe entre la trans~irac~ón y la fotosintesis. 

Las nun1erosas respuestas al déficit hidrico son controladas por un conjunto de genes con 

funciones diferentes. Confonne se pierde el agua de la célula vegetal. se inician una serie 

de procesos reguladores que ajustan el metabolismo a las nuevas condiciones. Algunos de 

los genes inducidos por el déficit hídrico codifican. productos que probablemente protegen 

el funcionmnicnto de la célula. Los genes tipo /eu codifican proteínas de cmbriogéncsis 

tardía~ cuyas funciones consisten en el secuestro de iones,. la protección de otras proteínas o 

n1cmbranas y la rcnaturalización de las proteínas (Dure,. 1993). Además se han identificado 
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otras protcinas como los inhibidorcs de protcmms. las protcinas de almacenamiento 

vegetativo. las ATPasas que regulan el potencial osmótico y con1panimcntalización de 

iones. los canales de agua y aquaporinas (Bonhcrt t.•1 al ... 1995) y n1uchas otras. como se 

muestra en la Fig.urn 1. 

Control de la transcripcion: 

Factores de transcripción; 

metilaclon ONA; estructura 

cromatina; control ciclo 

celular; prot. alta 

Estabilidad mRNA 

RNA·BP; RNA.asas; 

factores do rlbosomas; 

control de la 

Recambio de proteínas 

Ubiquitina; protcasas e 

inhibldores; 

chaperonas; protelnas 

LEA; modificaciones 

Vias de señales 

Sensibilidad a cambios 

hormonales; aceleracion 

de la ontogenia 

Bioslntesis de osmolitos 

Prolina; poliolcs; iones; 

aminas cuaternarias; 

a7lu" .. '\rp!';· nnllamina!'; 

Estabilidad mRNA 

RNA-BP; RNAasas; factores 

de ribosomots; control de la 

traducción 

Balance de metabolitos 

Relacion ATPI AOP; 

reducclon fotosíntesis; 

transporte 

citosol/organelo 

f:.lptura de iones 

ATPasas; canales de K• 

y transportadores; 

C"'.nnalP.!'; rlP r.alr.in 

Reparto ionico 

Secuestro; transporte y 

alamacenamientolexcrecion 

Secuestro de iones 

Compartamentalizacio; 

membrana plasmática 

y tonoplasto; 

antiporatdores Na+I H 

Figura l. Respuestas de las plantas al déficit hidrico. Los cantbios fisiológicos. 

bioquin1icos 3'• 1noleculares ayudan a la lllanta a 111antcncr el metabolis1110 y restauran 

las co11dicioncs que per1niten el crecimiento bajo estrés (Uonhert et ul •• 1995). 
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La respuesta bioquí111ica mejor caracterizada. de la célula vegetal ante el estrés osmótico. 

producido ya sea por dClicit hidrico o bien.. alta salinidad o bajas tcn1peraturas .. es la 

acumulación de solutos orgánicos u osmoprotcctorcs.. un fenómeno conocido más 

comlmn1cntc como ajuste osmótico u osmoadaptación. La osn1oadaptación involucra la 

acumulación intracelular (a través de In sintc..cois o captación desde el n1cdio) de dichOs 

osmolilos orgánicos .. los cuales no interfieren con el mctaholisn10. Este tCnón1cno produce 

una reducción del potencial hidrico de la cdula por dl.!bajo del potencial hidrico externo 

debido a dicha acumulación de osmolitos en el citoplasnm .. lo que promueve el movimiento 

del ag.uc.1 al inh:rior de la célula y .. como resultado .. se mantiene el potencial hidrico total. 

Las plantas acUJnulan una variedad de solutos benignos mctaboticnmcntc que en conjunto 

se conocen corno so/1110...- c:o111pc11ihle.,· u os1110/i10.,·. Su función primaria es el mantenimiento 

del turgor .. pero también pueden tener otros efectos protectores sobre las macromoléculas 

en células deshidratadas. La acun1ulación de osmolitos no se restringe a las plantas, ya que 

organis1nos como las bacterias y los animales tarnbién utili~n esta res~ue~ta adapta~iva: 

Los sol u tos con1patiblcs son compuestos neutros_ c."'cl.u~doS. :d~, la _s·¿pcrf.Ci~'.dC .. t~s prOteinas 

y de su esfera de hidratación inmediata ... que_ tiendei:t<~·. c_s_~a~~}~~r ,!~· ~~{~~~~.:~ª: t~rdar~a o 

cuaternaria de las proteínas (\Vyn Janes el al.,. 1977).":·~~-~·:s~J~~o~:·~,~~~·~J~~¿J~{~~-~ian ~ntre 
especies y en las plantas son compuestos neutr~~ -a·:~·~-t~~:¡·~¡-·~~i:~·~>~-~·~~r~<~~··.··~:~s··~·~e se 

incluyen aminoácidos como la prolina,. sales .. cu3tei~ari~S:· de ·amonio. cOO~o··· bCta"inas .. 

terciarios de amonio como dimetilsulfo;,io~ro~~~'nai~·-;,_(Ó~~~):~· ~~~~i-~l~s. ~~-:;,¿' ··:~¡ glicerol. 

111ani1ol .. sorbitol .. pinitol y azúcares como l~:-sa.C:·~~~::·-t~~~~losa.-~~fino·~·~ fructa~os .. Una 

gran cantidad de estudios apoya la idea de que '·ª acumula~ión de prolina., glicina bctaina y 
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otras s¡1Jcs cunternadas de amonio puede ser imponantc en la aduptación de las plantas a 

ambie111cs muy secos o salinos. 

L¡t sintcsis de osmolitos compatibles no tóxicos para las cClulas puede reducir al máximo el 

duíto a proteínas ~"a otras 111oléculas causado por déficit de agua. Los so~utos compatibles 

en plumas generaln1cn1c·_sc prcscn~an en cantidades altas en el citoplasma de las células 

(l htll t.•/ e1I .• 1978). yH· é¡uc de no .ser así no serian lo sulicicntc111cnte efectivos para 

contrarrestar el estrés osmótico (\Vyn. Joncs el al ... 1977). Para esto se requiere que estos 

:-;olutos compatibles semi los principales .que se acur11ulcn en el citoplasnm y que los solutos 

tóxicos no compatibles (como los iones inorgánicos) sean secuestrados en vacuolas (Hall f!/ 

al. 1978). 

En la última década. s_c han _producido plant_as transgénica~ en las cuales ocurre la 

sobrcncurnulación de osmolitos {por ejemplo de pfolina). o en las que la habilidad· para 

acumular osmolitos no estaba presente antes de_ ser introducida._ Los ·result~dos .Sugieren que 

los osmolitos con1patibles. pueden 111cjÓ~ar· el --~rccimicn~o_ de. la plan_ta ·durante -estrés 

osmótico incluso a niveles osmÓticamcnte insignificantes (Smirnon: · 1995). 

11.2.2 Glicina helnina 

La glicina bctaina CGB) debe su nombre .al productor más conocido de este compuesto. la 

remolacha azucarera. En 1866 ya se había aislado GB a panir ~e este vegetal. La remolacha 

azucarera contiene 1-1.5% (peso __ seco c.;lu.lar) de GB. dependiendo de la fase de 

crecimiento (Nyyssólü. 2001 ). Actualn1ente, .. GB se produce por separación cromatogrática 

a pan ir de 111olasas de remolacha azucarera {1-lcikkilá e1 al .• 1982 en Nyyssola .. 2001 ). 
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Quimicamcntc. la glicina bctnina es un dcrivmJo ,V.1V.1V melilado de la glicina (Fig. 2). 

Posee las propiedades ~e un soluto con1patiblc ideal. Su masa molecular es relativamente 

bnja ( 1 17.15 g/ mol) y es altmncnte soluble en agua ( 1.6 g/ g. H:O). La glicina bctaina es 

una sal cuaternaria de amonio. por lo que tiene una carga positiva pero n pi 1 lisiológico su 

carga neta es cero porque su grupo carboxilo está dcsprotomtdo 

o 
'l 

-C 

' o-
FiJ?,ura 2 .. Estructura <1ui1nica de- la J,:licirrn betaina (1V.1V.·V-tri1netil ~licina). 

La glicina bctaina es sintetizada por una amplia variedad d:· especies. Entre ellas se 

encuentran plantas superiores. bacterias. algas y animales marinos. De las familias 

dicotiledóneas en que se ha reponado acumulación de glicina bctaina se encuentran: 

< "lle1u,1podi<1ceae. A111t11-c1111Ju1cet1e y /'or111/uc:ac.:eae ((_"<1ropl1.1·1/ales); A·ft1h·e1ceae {l\1alvales); 

< "'011,·oJ .. 11/aceae y C11sc.:111aceae (Polcmoniales}; ( "0111po ... :ilt1<!; P/11111ha>:i11e1cf...•t1e; (lre1111i11et1t.":. 

l.eJ:11111i1u1cet1e (\Vcretilnyk y Hanson, 1989). 

La .-uta de biosintcsis de glicina bctaina a panir de sc.-ina que se ha demostrado en espinaca 

es la que se muestra en la Figura 3 (Coughlan y \\'yn Joncs .. 1982). GB se sintetiza a panir 

de colina vía betaina aldehído en dos reacciones consecutivas catalizadas por las enzinms 

colina n1onooxigenasa (Ci\10) y bctaina aldehído dcshidrogcnasa (Bt\Df-1). 

Colina momKJ'.l.ÍJ:cnasn 

Colina -------• bctaína aldehído 

... 

BADii 

glicina bctaína 



l'iJ,!ura 3. Síntesis de ~licinn bctaina sin la pa~·1ici1>aciiu1 d&.- ~rupns fosforilados. Escn 

'\'Ía se dcrnoscri> en cspi_naca (Cou~hlau y \Vyn .Iones, 1982). 
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.Algunas bacterias convienen colina a glicina bctnína en una reacción de un sólo paso 

catatizada por una enzima bifuncional .. In colina oxidasa. El gen C'oc/ A. que codilica la 

colina oxidasa de Artltrohttcler ~/ohjfor111is, ha sido expresado en Arahiclopsis. especie que 

de tbrma natural no acumula bctaina aldehído. El gen contenía ademas una secuencia señal 

para cloroplasto. La concentración promedio de GB en la hoja de las plantas transfc1rmadas 

tUc baja. pero si se analizaba cxclusivarncntc el cloroplasto. era de 50 m:\ 1. la cual se acerca 

a una concentración os1nóticamentc significativa. Las plantas transgCnicas_ analizadas 

rnediantc tbtogratias y la medición de su longitud. fueron más tolerantes a '.'!aCI y a luz 

continua a 5° C (Hayashi e/ al ... 1997). Existen repones de que la expresión de la BADH de 

Alrip/ex honeu."ii!·i en arroz incrementa el contenido de GB y la tolerancia a la salinidad. 

También se ha documentado que la aplicación de GB mediante aerosoles fbliarcs mejora el 

crecitnicnto de tabaco en condiciones de déficit hidrico~ tanto en experimentos de 

laboratorio .. como en cultivos de rnai~ sorgo y soya en el campo con baja actividad de 

agua. Cabe destacar que además del incremento en la biomasa.. se obtu\.'o un mayor 

rcndin1icnto en granos. Estas interesantes observaciones requieren más investigación .. 

quizás. para descana!" la posibilidad de que e,I incremento en el crecimiento fi.Jcse causado 

por un abastccin1iento mejorado de nitrógeno. Contrario a esto.. GB exógeno es 

aparentemente tóxico para Hrc1ssicc1 11ap11 .... ·• una planta que no acumula este compuesto 

(Gibon et al .. 1997). 

La cnzin1a BADH de hoja de amaranto (EG 1.2.18) es igualmente eficiente en la catálisis 

de la oxidación del 3-dimetilsulfonioproprionaldehido a DMSP., un soluto cOmpatible de 

menor distribución que GB (Vojtechová et al .• 1997). La BADH de remolacha expresada 

en tabaco transgCnico también ha presentado actividad dcshidrog.cnasa hacia el 3-
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dimctilsultOniopruprionaldchido y otros dos aldchidos. lo que nos proporciona una 

perspectiva ~e que l_a Bi\DI l de cicnas plantas es una enzima rnultisustrato (Trossal <!/al .• 

19'J7). 

La expresión de la BADJ-1 puede estar más ·an1pliamcnte distribuida que la acumulación de 

GB. La BADH se expresa en arroz (no ac~mula GIJ) y el gen de arroz tiene una alta 

homologia con el gen de cebada. una especie que si acumula GB. ,.\ dit'Crcncia de la BADH 

de las plantas que acun1ulan GB. lo.t cual se localizo:• en cloroplasto. la enzima de arroz. se 

localiza en los pcroxisomas. Al abastecer con Br\DH a las plantas de arroz se incrementa su 

contenido de GB. y con base en evidencia fotográfica. se nlcjora el crecimiento de las 

plantas bajo alta salinidad (Nakamura et al .• 1997). 

Además de su interés agronómico. la GB y sus sales tienen usos comerciales en productos 

dentales. farmacéuticos y cosméticos. y especialmente como un ingrediente del tbrraje. En 

células animales. GB actUa como un osn1oprotector y como un grupo donador de metilos. 

Por ello, es ütil en la n1etilación de la homocistcina para dar lugar a la mctionina en una 

reacción en la cual se tbnna dimetilglicina. La metionina sintetizada puede entonces usarse 

como un grupo donador de metilos en todos los organisn1os. Uno de los grupos rnctilo de la 

dimctilglicina se cn1plea en la nletilación posterior del tnetiltctrahidrotblato~ el cual puede 

entonces también usarse en la sintcsis de metionina a panir de homocisteina. Debido a estas 

reacciones~ la GB provee una manera clicicntc de abastecer grupos metilo en la dicta 

(Nyyssóla. 2001 ). 

Durante la fermentación. lns altas concentraciones de sustratos que se rnancjan en el medio 

pueden ocasionar cstrCs osmótico y se ha visto que GB puede aligerar el estrés osmótico de 

algunos microorganismos industrialmente imponantcs (NyyssOla .. 2001). El hecho de que 

Gil füncionc con10 un osmolito compatible le da la oportunidad de ser utilizado en la 

l•J 
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industria dt.! la fermentación. De hecho. GB se vende co1ncrcialmcntc para este fin 

(Nutritis111 1". Danisco Curp.) (Nyyssola. 2001 ). 

Entre los osmolitos compatibles de importancin ndcmás de GB se cncucntro.tn la trehalosa Y 

el manitol. La trchalosa es un ct'Ccti\'n protector contra la desecación en anilnalcs Y 

microorganismos. pero es raro en plantas vasculares con la excepción -d..: unas cuantns 

especies tolerantes a la desecación. Por su parte. d manilol es aCümulado por una gran 

variedad de especies en respuesta a la scquia y a la salinidad. Se ha sugerido (]uc los solutos 

compatibles. incluyendo el manitoL podrían ser antioxidantes al ºatraparº radicales 

hidroxilo ( 011) (Sn1irnoff y Cu111bes. 1989: Onhen et ttl .. 1994). 1:.. ... 10 puede ser 

significativo para las plantas expuestas a scquia y alta salinidad ya que c:-...istc una sólida 

evidencia de que la generación de especies reactivas de l"lXig.eno se incrcni.·nta bajo tales 

condiciones (Smirnon: 1993; Bichler y Fock. 1996). Esto sugiere que los osn1olitos podrian 

tener. de hecho. nlültiples li.mcioncs y podria explicar los efectos protcctorc!<> observados a 

concentraciones osmóticamcnte insignificantes. No obstante. Gil no actúa como atrapador 

de radicales libres~ papel que si pueden jugar otros osmolitos con10 prolina (Smirnon: 

19CJJ) 

Una gran pane de los osmolitos compatibles mencionados son sintetizado~ en plantas. La 

protección contra el estrés por parte de la GB se ha considerado como una evidencia que 

indica que la introducción de la sintc~is de GB en plantas puede usarse para mejorar su 

tolc1·ancia a la sequía y salinidad. Por ello. los efectos protectores de la GB en plantas han 

sido y son de panicular interCs. El uso de plantas transgCnicas está proveyendo información 

nueva sobre los papeles fundan1entales de antioxidantes y solutos con1patiblcs en células 

sobrevivientes a condiciones extremas. Sin embargo. se requieren más estudios en esta área 
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de invcst igación. ya que una cnzirm.l tan imponantc a este respecto como la Bt\Dl-L aün no 

si.! ha caractcrizudo lo sulicicntc. 

11.3 /AS HNZf,\lclS A l.IJ/il/Í/JO /Jl::Wll/J/lOCiHNAS,1S 

Las enzimas aldehído dcshidrogcnasas se encuentran distribuidas en toda la escala 

tilogcnCtica desde las bacterias hasta los mamifcros. La variedad de sustratos que aceptan 

las .-\LDI 1 incluye nu :-;.ulu aldchidos .aliffui\!os y aromúticos. sino tambiCn aldchidos 2-

halogcnados. 2-hidroxi y 2-cnoico. 

H o 
1 "'/ 

HA+ R e e 
1 °'H H 

ALDH 

NAD(P)+ NAD(P)H 

H 

1 
R - C 

1 
H 

Fi~nrn """· H.e~tcciún f!_eneral de las aldehído deshidrogenasns 

o 

e~ 

'-OH 

Las enzimas Al..Dt-1 se clasilican en diferentes categorías de acuerdo a ciertos criterios. En 

las ALDl-ls clase l el agua participa como rcactante en la reacción de catálisis. Cuando A 

( Fig. 4) representa un fosfato. arscnato o un mcrcaptano. la enzima se clasifica como de la 

clase 11. La clase 111 se ha reservado para las cnzin1as que contbinan algunas de las 

tUncioncs antes mencionadas ( Jakoby. 1963 }. Otro criterio de clasificación se refiere a su 

companamcntalización celular. y se dcnontinan: clase l. citosólicas~ clase 11. ntitocondriales 

y clase 111. microsomalcs y tumorales (Lindahl y Hempel. 1991). Existen también ALDHs 
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que requieren un sustrato cspeeílico .. entre las que encontramos a la scmi~ldchido 

dcshidrogcnasa del succinato (Nicgmann e:/ al .. 1992). la semiatdchido.dcshidrogcnasa del 

glulanuuo (Kl"ZY""'icki ,_., al.. 1984). aSi corno la bctaina aldehído deshidrogenasa 

( Nagasawa f.!/ ul .• 1 CJ76~ Falkenbcrg t.•ial .• 1 CJ90). 

En 1949 por primera vez se demostró la cxistc:nci~ .. ~e Una _1\LDH en el hígado de bovino 

cRackcr. 1949). No ti.1c sino lmsta 1970 Cl~ando se Pl:l.rificó por primcia vCz una ALDM de 

levadura y hasta t 972 que esta meta se logró con la enzima de un m.an1~fCro ·(Fcldman y 

\\'eincr. l 972 ). 

La primera secuencia de amino3.cidos de una ALDH se conoció.en' _1984 ... <H.~~pe~ c:I al.:. 

1984) y es gracias a ..:stos estudios de secuenciación a nivel prot.;ico./_Q· a· ~i.vCI de los genes 

o los cDNAs que codifican estas cnzirnas. que_ act_u~l~_cr11~'-~:-~.;~~~~i~~:~~·-~_.I~ se~ucn~ia 
mninoacidica de mñs de 200 ALDHs de ani1nales.. hongos .. _ .. prci~¿~~;~:~o~_,··:y .-'bacteri.as 

(Perozich c:t al . ., 1999). En un principio se comparó un.pequ~~~-~-¿~-~'.~~~~.:>~5~-~~ ~~~.'..encías 
- - ,. 

(sólo 16)., encontrándose que de aproximadamente 500 an1inoáCidos -q~e_:·confor'inan una 

subunidad~ únicamente 23 están conservados (Hcmpel f!/ al.. 1993); algunos de éstos 

podrían ser cotnponentes del sitio activo. Hasta ahora., se han alineado alredCdor de 200 

secuencias aminoacidicas y se han descubierto 10 motivos conservados que contienen todos 

los residuos cun1pletamenlc conservados. así corno la mayoría de los residuos qu~ están 

presentes en el 95~0 de las secuencias con1paradas. La alineación de las más de 200 

secuencias se ha utilizado para crear una filogenia gcnt!tica. 

Los c..~tudios cinéticos reali7 .. ados con distintas ALDl-ls señalan -que. muchas de estas 

cnzin1as tienen un tnecanismo cinético ordenado .. en - el que el nucleótido es el primer 

sustrato (\Veincr el al... t 995). El mecanismo químico que se ha Propuesto para explicar 

cón10 funcionan las ALDJ-ls consiste en una catálisis covalente en donde· se realiza un 
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ataque nuclcolilico del grupo tiol de un residuo de cistdna conservado sobre el carbono del 

grupo carbonilo del aldehído,. para que después el tiohcmiacctal fbrmado sea oxidado a un 

tioéstcr (\Vcincr f.!f al ... 1995) (l:Oig. 5). El sitio activo posee una base general que ayuda en el 

proceso de dcsacilación del intermediario tioCstcr. 

NAD{PJr-.._JI 
+RCOH · 1 

r 
Acllaclón -

f 
S -<¡:-OH 

l :B 

H~ 
NAO(PJ• 

xldaclón -
Intermediario tlohemlacetal 

tetrahCdrico 

i ri-oH 
O HB 

NAO(P¡H 

f 
s-c=o 

:B 

NAO(P)H 

Intermediario ttoester 

Figura s ... Esquen1n sin11llilicado dCI n1ecaniS~·o:de reacció~ de las ald~hido 

.deSl~idrogenasas. 

Los estudios de mutagénesis diñgida a un sitio especifico rcali7..ados con la ALDH de 

mitocondña de hígado de mamífero indicaron que la cistcina 302 es el residuo nuclcofilico 

del sitio activo y que el glutamato 268 es la base general necesaña para la activación inicial 

de la cisteina 302 .. más que para la desacilación antes mencionada (Farrcs t!I al . ., 1995; 

\Vang y \Veiner.. t 995). Otra investigación más recientc9 utili?..ando también análisis de 

mutaciones sitio-dirigidas9 muestra que los cambios en el glután1ico 399 y en la lisina 192 • 

.:n 



que se cnlaz~m a los anillos de ta ribosa del nuclcótido (Stcinmctz el al . .., 1997). provocan 

que el paso limitante de la ALDH de la mitocondda de hígado de humano. can1bic de ser la 

dcsetcilación et ser Ja transferencia: del hidruro desde ~I liohcmia'cctal al nuclcótido oxidado 

(Shcik et al., 1997). Estos dos· aminoácidos part?ccn estar involucrados en la estabilización 

del estado de transición n través de su unión con la rihosa (Ni e/ al ... 1997). 

En los ültimos años t3.mbiCn se han dctenninado las cstn1cturas tridimensionales de algunas 

ALDHs: ALDl-1 2 de bovino .. un tctr<tmcro (Liu .:11.1/., 1997); ALDH 3 de rata .. un dímero y 

ALDI 1 9 de bacalao .. un tetrámero con acth:idad 13.ADH (Johansson e/ al... 1998). Se ha 

encontrado que a pesar de que difieren en sus estructuras primarias y cuaternarias y en el 

tamaño de su subunidad .. todas ellas tienen una estructura tridimensional similar. Estas 

cnzinms poseen tres dominios distintos en cada subunidad: un dominio de unión a la 

cocnzima que tiene una estructura c:úP con un plegamiento de tipo Rossmann, un dominio 

catalítico que· une' al sustrato aldehído~ el cu3.I tienC ·un plegamiento similar al de la pane 

central del donliriio de Unión a ta·cocnzini?-Y u_rl_dominio de oligomcrización que.puede ser 
- . ' . 

considerado como una cxtCnsión del doritinio:·d~.unión:a I~ cocnzima·. _Sin .cnibarSo~ las dos 
. - . . ' . . 

enzimas tctramédcas_ (~LDH 2 y 9) difler.,n, cle,'a d~~-éri~a (:A_LD~ 3) en laforma en que 

unen el N,\D(P)'. 

La única estructura que se conoce de enzimas ·con a~tividad BADH es la de Ja BADH de 

hig.ado de bacalao .. -que es sin1ilar a las de IBs otras .ALDHs ~onecidas .. y se muestra en la. 

Fig. 6 



Dominio 

Dominio de unión a la 
coenzima 

de oligomerización 

Dominio de unión a sustrato 

Figura 6. Organización de los dominios de un monón1ero de la BADii de hígado de 

bncnlao (Johansson et uf ... 1998). 
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11 . ./ /lETAÍNA .-11./JEllÍ/JO l>ESl/llJRO<iEN.-ISA 

Una i\LDI 1 cuyo papel es trasccnd~ntal en la adapaación de organismos al cstrCs ambiental 

es la OADI 1 (EC 1.2.1.S bctaina aldehído: NAD" oxidorcductasa). Esrn enzima se in\'nlucra 

en la síntesis de GB .. cutalizandl.'l la siguiente reacción: 

<rH1 
CH,..~CHrCOH 

CH3 

H• 
NADH 

¿~ 

BADH 

<rH• 
CHrN-CH,-COO" 

é:H, 

<. . : ; ~·: ' 
La expresión de BADH en¡::_ c:o/i se estiínula por ~l estrés oSmótico (Styrv_old et al ... 1986). 

- .. ;.::: . ::- _,: ~ . _-_ ::.- - ,·.-::_ - "~- ·: '., - -

En plantas,. la oxidación de la colina_ ~mSta_ glicilia_ )~clBina·. se· ~ealiZa _c_n el cloroplasto 

(llanson cH al .• 1985). La- aplicacióñ--- de-: un--'déficif,htdriCo a--- las hojas de A .. 
. . 

h'11ocho11clriac11.\'• L. produce un incremc1.1to en la· activid_ad de la BADl-t. desde niveles no 

detectables hasta 1 unidad por. mg de proteína (Valcnzucla-Soto y I\.1ui\oz-Clarcs. R.A. 

1994). Por otro lado. la.saliOización Sr8du3.1 de llls· Plantas de ~'i~huu.:iu o/erctL"C!ct lleva a un 

aumento del 300% en esta actividad (\Veigel et al .... 1986). Consistente con estos resultados. 

el RNAm y la proteína BADH también se acumulan en S. olerc1L·~·t1 bajo tensión salina 

(\Vcrctilnyk y t-lanson. 1989) y en A. ''-'1'oc.:ho11drit1c11.v en respuesta al déficit de agua o 

altas concentraciones de NaCI (Legaria t!I al ... 1998). En plantas de Hort/~·11111 \'lll):ctl"L' .. en las 

que la salinización produce un aumento de tres veces en la actividad de la BADH (Araka\Va 

et al .• 1990) .. el incremento en los niveles de esta proteína se da no sólo por la adición de 



NaCI al medio de crecimiento sino también por déficit hidrico provocado por la presencia 

dl! polictilénglicol (,\raknwa e!/ al ... 1992). 

Después de analizar y co111párar la sccucnciu de 1 1 cnzinms BADH de diversos orígenes 

mediante un programa de cómputo .. se han encontrado que 89 rcsiduós de aminoácidos 

( 17 .8%) de los aproxin1adamcntc 500 que contbrman la subunidad de estas enzilnas. están 

conservados (Vclasco-Garcia. 2000). Entre estos 89 residuos de aminoácidos destaca una 

región de 1 O residuos altmncntc conservada Val-Thr-Lcu-Glu-Lcu-Gly-Gly-Lys-Scr-J>ro .. 

asi como tan1biCn un residuo de cistcirm localizado a 34 residuos de este dccapéptido 

( \\'erctilnyk y l lanson. 1990). que se consideran parte fundamental del sitio activo de la 

enzima y del sitio de unión al cofüctor. asi como los residuos que estabilizan el estado de 

transición de la BADI l. 

11 • ..a.1 Propiedades moleculares 

Las BADHs de plantas que han sido caracterizadas son homodimeros. compuestos de dos 

subunidades derivadas de un. mismo gen nuclear (\Veretilnyk y Hanson 1988). La longitud 

del precursor no procesado de la BADH de amaranto es de 501 aminoácidos y tiene una 

masa molecular de 54 503 Da (Legaria <:t al ... 1998). Por similitud con otras proteinas que 

se dirigen al cloroplasto se ha sugerido que los aminoácidos del 1 al 7 constituyen el 

pCp1ido de tritnsito. aunque no se ha podido secuenciar la región N-tenninal debido a que el 

primer residuo de aminoácido de la proteína está bloqueado. La BADH de amaranto consta 

de 494 residuos por subunidad que. al igual que en el resto de las ALDHs, se agrupan en 

tres don1inios: dominio catalítico. dominio de unión a NAD(P)' y dominio de asociación. 



FiJ,!ur~• 8. Secuenci:i dl" nn1ino:icidos n pnrtir dl.• cl>NA de In BAl>ll tic hoja de A. 

J1y¡un.·/11111Jri1.1c11 . .; L. (Lega ria <.'/al .• 1998). 
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NIKQVTROTS TOEPWGWYKS P: 

11.4.2·l\1ecanisn10 cinético y de reacción 

El n1ecanismo de reacción de la BADH <:fe amaranto se presenta .en la· Figura 9. En analogía 

con todas las ALDHs estudiadas. la· cisteina cst!nci~I (~ys "294) realiza un .ataque 

nucleofilico sobre el sustrato aldehído formando un intcm1ediario covalente. un 

tiohcmiacctal. 
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i\ diferencia de las ALDHs de higado de n1amitero han sido ampliamente cst1_Jdiadas. Sin 

crnbargo. son pocos los estudios cinéticos que se han realiz,;"ldo con la BADH de plantas y 

microorganismos. 

Se han reportado tres diferentes mcCanismó~. para laS BADl-ls de diferentes fuentes: 

•!• l>ing pong para las enzimas _de }.;.~~l;~,:¡c!1ia ·c;~li (Fal~cnbcrg y Strom. 1990). 

•!• lso lll Bl ordcnaétO cn-cstádO. est.ácionário para las enzimas de hojas de amaranto (Fig. 

10) y de riñón de cerdo (Valenzucla~Soto y Muñoz-Clares. 1993~ Figucroa-Soto y 

Valcnzucla-Soto. 2000). que se convierte en BI BI ni azar en estado estacionario a altas 

concentraciones del sustrato aldehído (Vojtechová et ul ... 1997). 

•!• BI Bl al azar en el estado estacionario para la BADH de/'. acr11gi11osa {Vclasco-Garcia 

vt al. 2000). 

La enzima de amaranto .. al igual que la ALDl-1 de n1amifcro .. presenta un mecanis1110 

ordenado en el que el NAO• es el primer sustrato en unirse y el N.ADH es el último 

producto en disociarse-de la enzima. Sin ~mbargo. en fomm diferente a todas las ALDl-Is 

estudiadas. el mecanismo cinético de la 81-\.DH de A. h}1Jocho11driC1c11.,· es de tipo lso .. en el 

que existen dos formas intcrconvenibles de la enzima libre, que unen al NAO+ y al NADH 

respectivamente (Valenzucla-Soto y Muñoz-Clares. 1993)_ Por otra parte .. se ha encontrado 

que el paso limitante de la reacción ocurre después de la transferencia del hidruro del 

sustrato aldehído a la coenzima oxidada (Muñoz-Clares y I\1újica-Jiménez.. 2001 )-

En el caso de los mecanismos Isa. el paso de la isomerización de la enzima libre se ha 

propuesto con base en tres observaciones: la adición ordenada de los sustratos a la enzin1a. 

siendo el NAO .. el primer sustrato en combinarse,. ta irreversibilidad de la reacción y ta 

inhibición no competitiva del NADH frente al NAO ... 

:m 

---------·-- ---- ~ 



FiJ:,ura 10. l\lecunis1110 cinético 1>ro11uesto de la HAOll de ~11narn1110: lso Hi Bi 

Ordenndo en Estado Estacionario ('Valenzucla-Suto t!I 11/.,. 1993). 

NAO+ BA GB NAOH 

·~t-' ·t~ ···t k -3 ·1 k -4 

k +S 
E E.NAO• E.NAO •. BA E".NADH e· ~~e ·-E.NADH.GB k -S 

El análisis de la cinética de la oxidación de Ja bctaina aldehído catalizada por la BADH de 

an1aranto dependiente de NAO •• a bajas concentraciones de sustrato. nos indica que sólo 

un producto. NADH. produce inhibición. El otro producto de la reacción. GB. no inhibe a 

la enzima significativamente incluso a concentraciones tan altas como 10 mM. Inhibiciones 

apreciables se logran in 1•itro sólo a las concentraciones elevadas que llegan a alcai:izarsc 

bajo condiciones de estrés osmótico. del orden de 200-400 mM. El NADH si es un 

inhibidor. pero no parece tener relevancia fisiológica. dada su afinidad por la enzima y las 

bajas concentraciones de este compuesto en el cloroptasto (Muñoz-Clares y Mújica-

Jiméncz. 2001 ). 

Este es uno de los pocos casos conoci~os de mecanismos lso. lo que es de gran interés 

teórico. pero hasta la fecha s~ dcsconOce -su ~ignificado o relevancia fisiológica. Tampoco 

se sabe si existe al8ú~'.-m~canisn16 regulador de esta enzima. Puesto que la -reacción 

catalizada por la BADJ-1 .es .irreversible (Valenzucla-Soto y Muñoz-Clares, 1993. 

J 1 



Valcnzucla-Soto y j\ .. 1uñoz-Clarcs. 1994 ). se ha propuesto que podría ser un punto 

importante de regulación de la sín~esis de GB a nivel fisiológico. 

113 ,\f<J/J/FICACIÓN QUÍ,\llC,.11>E />/UJTEÍ/\'AS 

Las cnziinas representan una de las n1ñs' divc~sás )• sorpn~ndcntCs bio1noléculas presentes ,en 

los organismos. Su especificidad y sus 1,nccanismos dc·.acCión y d~ ·regulación constituyen 

un amplío campo de investigación. Su estudio puc.dc ab~rdarsc desde difCrcntes puntos de 

vista. por t:jcmplo: el cinético. el estructural y el tennodináinico: Un estudio d.etallado de la 

función de los residuos in1portantes en la catálisis y unión de ligandoS de· una cnzilna 

involucra su moditicnción. Hay dos formas de modificar una enzima~ se -puede alterar 

racionaln1cntc el gen que Ja codifica por n1utagénesis·sitio dirigida. o bien se puede actuar 

químicamente sobre la proteína. alterando específicamente las cadenas laterales' cie algunos 

residuos por modificación quimica. La mutagénesis dirigida se' ha- utilizado ·pliilci¡)ñhnente 

en la identificación de los sitios ligantes o cataliticos de las enzimas y en el análisis de su 

función. La modificación química es una herramienta poderosa que se ha_ utilizado para 

mapcar sitios ligantes de las proteínas y es una técnica que nos permite obtener información 

valiosa acerca de una proteína.. incluso cuando no conozcan1os ni su estructura ni su 

secuencia. Actualtncntc .. la mutagénesis dirigida es la técnica más empleada en estudios de 

correlación estructura - función: sin embargo. en los últimos años se sigue mostrando que 

la modificación quimica es un área activa ya que todos los años aparecen métodos y 

reactivos nuevos (l\1ontcro-Morán f!/ a/_'; 2001). La mutagénesis dirigida y la modificación 

química tie11cn una diferencia esencial. La pñmcra nos permite crear una enzima mutante 

--



que se podni comparar con la cnzirna silvestre. La modificación química también nos da 

una cnzirna modilicada. pero no~ da una intbrmación adicional' que suele ser la mús valiosa. 

la cinética de la reacción de modificación. que indica la r~actividad d~I grupo d~l residuo de 

mninoácido rnodificado. Ésta se puede estudiar ·mientras transcurre. la reacción ,y noS puede 
< < 

dar nnJcha intbrmación sobre el papel de esté rCsiduo _C!' la tlmció~· de .la p~otcina. 

particularn1cnte si se trata de un residuo catalítico .. El ¿Xito ·de la n1oditicación química es 

llegar n producir un cambio en alguna propiedad de la enzima que pueda cor.r~lacionarsc 

con el papel funcional de un residuo especifico. 

En concreto. el uso con1binado de las dos tCcnica.s. rnodificación quilnica y 1nutagénesis 

dirigida. aunado si es posible a buenos datos cristalográficos~ puede ser la forma más 

completa de dilucidar la relación cstructura-tUnción de una enzima. 

11.5. t Técnica de n1odificación quín1ica. 

Las cadenas laterales de los residUos ~.e aminoácid.Os de las proteínas -reaccionan con una 

gran variedad de reactivos químicos para forn1ar. enlaces covalentes. En ·.general. los 
. ·. ' .· -.: -

reactivos tienden a sCr_ -no:_- cspeCiticOs-,:~·.-y_:-·pueden .:_ rCaccionar ;-con cualquier íesiduo 

an1inoácido que tenga Í~;::~ai~r~{~~-~·~~f~~{~~-- -~-~:~~~\~-~~;·.~La, m~d:i.fi.~a~ió~'-:cova.lcnl~;· de u_na 

enzima puede c~nd~cir'._. ~:·:~na.: p¿;di~~': ¡rf~ver~.i~_I·~:::~~ :·:J~_'-.:_~~-t·i~id·~·~. ~~~--- ..;~"- ·¡.~~i~~'?~.- ~scncial 

catalitica1nente es b~~q\~~ad~?.'.~ -~!;_(a''.~_rji.~-~-.~dc~:.-s·~.~·~~D.t·~~ ~s i"1p.e~i~a :.e~~~ri~~~~te::~o-··si la 

proteína sufre un cambio:-corilbnriacioÍlal ·O. 'su_ movilidad_ se·-_ vC afectada~·. A1teril8tiVan1ente~ 

la n1odificación_. p~e~-~'.·~-·-~o :.~_fe~~~~ .~':::::~:~:¡~¡~~:~: ~:~~¡.·_::~~ -_ -~o~i'ri-~;~ .. ,::~~~n r·~~~~·~~o ·' ~~ poca 
. - . . . . - - - .. - '"-, .. .;,---~ - - - . 

in1ponancia. o si la inhibición es transitoria dcbidO a _·que la modificación química fuese de 

carilctcr reversible. 



El ubje1ivo de csrn tCcnica de estudio de proteínas es ntodilicar residuos de forma 

covalcntc. ya sea para obtener y proveer intbnnación rnccanistica. o bien para producir 

alteraciones de la actividad. ,\dcm¿Ís9 se conocen diversas aplicaciones de esta técnica:. por 

ciaar algunos ejemplos tenemos: la medición del grado de exposición de grupos de los 

rc..~siduos de arninoñcidos de las enzimas a los disolventes~ la medición de los valores pKu y 

estados iünicos de los grupos reactivos a partir de la dependencia de pl-1 de .sus 

rcacti,·idadcs:. el establecimiento de los grupos que son importantes en la catálisis al notar el 

cfocto de la ntoditicación sobre las velocidades de la reacción y la inhibición irreversible de 

la actividad por modificación química. 

11.~.2 l...:t rl.•:1c1ivitlnd c1ui1nic:t de los residuos de cisteinn 

Los principales gnrpos quirnicamcntc reactivos _en las proteínas son 1111C/e1ífil11!-t. Estos son 

generalmente los n1isn1os grupos que se encuentran ·cn-.loS:silioS-activos de las enzimas y 
. » ~ 

que son responsables de In catálisis. Por citar algu"O-~s~ t~ñ.em~~ el :grupo hidro~ilo ·del 

residuo de serina (serin proteasas. c;ol~ne~tcrasas. estei-asas,. lip~~a~} .y el. grupo tiol del 
,- -,-·-- --·- .-·-. --_-

residuo de cistcina (protcasas. aldehído dcshidrogenasas).> El grupo i~idazol d~l" rc~iduo de 

histidina generalmente funciona como ·un catalizador .-ácido - base quC incrementa la 

nuclcotilicidad de los grupos hidroxilo y tiol. pero algunas veces actúa propiamente como 

un nuclcófilo con el grupo fosforito en la transferencia de fosfatos. Estcis nucleófilos son 

¡1de1nás reactivos en diferentes grados hacia elcctrótilos sUavcs. por consecuencia. la 

mayoría de los reactivos que se usan para modificar químicamente a las proteínas son 

clectrótilos. El grupo tiol de los residuos de cisteina es el nucleófilo más potente de los tres 

mencionados. 



En realidad es el ion 1iol¡1lo es·). no la forma tiul (-Sl-f). la especie que es reactiva como 

nuclcólilo. por lo que la rcactividad del rcsidu~ de. cistcina __ cntaliticn cst~ determinarla. 

ademas de por su accesibilidad al solvente ... por la fracción del tiót qt~c". está presente en la 

tOnna de tiolato y por la rcactividad intrínseca de este tiolato._ Los dos últimos factores 

dependen de In basicidad del grupo tiol. es_ decir_ de su pK<1. El valor de pKa del tiol del 

residuo de cistcina libre es de 8.9. por.lo que_ de ser éste el del residuo de cisteina catalitico. 

l61s enzimas mcnciom1das nntcrionncnte no serian activas a valores de pl-I fisiológicos. Se 

requiere por lo tanto que el grupo tiol del residuo de cistcina del sitio activo sufra una 

activación inicial para que esté presente en la lbrma de tiolato. Esto implica que el ambiente 

del sitio activo esté diseñado de tal manera. que la cistcina catalítica sea accesible y que su 

p}{a esté considcrablctnentc disminuido. Los estudios de 111odilicación química realizados 

con la papainn revelaron que una forma de activación quimica del tiol del residuo de 

cistcina esencial. es la formación de un par iónico con un residuo de un aminoácido cargado 

positivamente (Polgar. 1976). Este mecanismo de activación del tiol catalítico se ha 

encontrado posteriorn1entc en otras en7Jmas. como la bctaina aldehído dcshidrogenasa 

(Gonzñlcz-Segura et al .• 2002). La fommción de pares iónicos provoca así una disminución 

de varias unidades de pH en el pKa del tiol y. por lo tanto. a los valores de pH del medio 

intn1cdular y extracclular el residuo de cistcina catalítica está mayoritariamente en forma 

de tiolato. La localización del residuo de cisteina nucleotilica en el cx--iremo amino tenninal 

de una alfo. hClice es otro mecanismo usado por las enzin1as para disn1inuir _su pKc1Lya que 
·, ~. / ' 

tas cargas parciales positivas del dipolo-hélice estabilizan al tiolaro. otro~: inbcaniSmo de 

uctivación de los residuos de cisteina catalítica. descrito en una aldchido 
0

deshidrogen~ 

utiliza. a un grupo carboxilo de un residuo de glutámico que toma· el :~ratón 'del tiol 

conviniéndolo en tiolato (\Vang y '\Veiner .. 1995). 



La capacidad del grupo tiol para donur electrones y para oscilar entre un estado r-cducido (-

SI 1) y diversos estados oxidados. Je pennitc a este rcsidu·o panicipar en muchos aspectos de 

Ja estructura y función de las proteínas. Así,. los residuos de cisleina juegan un papel 

impon ante en la estabilidad,. en el plegamiento. en la unión· de metales. én la catálisis 

cnzimütica y en la regulación de la actividad proteica. Los ditCr~n~es cst~dos de oxidación 

del grupo tiol de los residuos de cistcina son el o:icido sulfénico (-SOH ). el ácido sultiniéo 

(-SO:JI). el ácido sulfónico (-S01H) y el puente disulfuro (-S-S-). La oxidación a ácido 

sulfCnico y la que conlleva la formación de un puente disulfuro entre dos residuos de 

cistcina pueden ser revertidos por agentes reductores. mientras que los otros dos estados de 

oxidación. ácidos sulfinico y sulfónico. no pueden ser reducidos a. cisteina (Fig~ 11). El 

ácido sulfénico es muy inestable y. si no se encuentra en un ambiente apr~pi~do que lo 

proteja de la oxidación posterior, fácilmente se oxida irreversiblemente'· a sulfinico o 

sulfónico. o fonna un puente disulfuro si está cercano a otro tiol (Dcnu y Tanncr .. 1998). 

11 .. 5.3 l~encti\'os específicos de grupos tiol 
'. . ' ~ ~ :· .> :: _,_ 

Una sustancia--C1u~''.:P
0

üédc"-~"C"ac~i.~O~r~ c·o·~ :-grupos Sulfüidrilo' y. p~r lo ta~to alterar procesos 

enzimáticos .. mctabOlic~s. ·~.: f~~Ci~nale~-·cs en'_ general _llam~do rea~,Úvo específi~o de 
. . - . . . - , 

j?.ru11os tioles.-: ~0~10<· 'yri. s~ ·~a·. mencionado, el grupo -SH prontamente_ dona pares de 

electrones y por ello_ es u~~ de los grupo~ de las enzimas más reac~i~o para la f<?rt"!lación de 

enlaces covalcntcs. 

Las reacciones_. de ta mayoría de reactivos espcciticos ·de grup~s. tiOI con_ otroS tiolcs 

dependen del · pl..J y· esto indudablemente se relaciona con la ionización de -ambos., el 

reactivo especifico de tioles y los grupos sulfhidrilos de la enzima. 
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Figura 1 l. Estados de oxidación del grupo tiol de la cistcina. 
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//, 6. IJl.\"U/.FIRA,\I 

11.6.1 (;l•nernlidndes 

El disulliram (tctractiltiuram disulfuro o bisfdictiltiocarbamoil)disulti1ro) es con~idcrado un 

reactivo modificador de grupos tiolcs debido a su naturaleza química. 

CH3CH2, ,S 
N-C' S CH CH 

CH CH/ 's' 'c-N' 2 3 
3 2 

s"' 'cH2CH3 
l"i~urn 12. Fórn111l1t <111ín1ica del disulfirnrn (Shen et 111 ... 2001 ). 

El disulfiram (DSF} es una sustancia que desde hace 50 años se utiliza clínicamente en el 

tratamiento de enfermos de alcoholismo. -Se sabe que ejerce su efecto farmacológico- a 

través de la inhibición de la ald~hido dCshidrogcnasn (...-,LDH) ·mitocondrial de l~igado de 

111amircros. la ALDH2 (Hart Y-~aim~n .. , 1994): La inhibición de esta cnzilna prodUéc niyclc_s 

elevados de acetaldehido después de ·una ingestión de alcoh~J9 lo que resulta en una serie de 

manifestaciones fisicaS: in~escab!~s9 entre las que se encuentran náuseas~ vómito.,. 

taquicardia e hipotensión'. 

Existen numerosas isoenzimas ALDH que se pueden distinguir con base en ditCrentcs 

caractcristicas tales como su distribución de tejido y subcelular. propicdadc$ 

tisicoquímicas. especificidad de sustrato.,. secuencia de aminoácidos y sensibilidad al 

disulfirnna (Kathmann et al . .,. 2000). En el caso de la BADii se pretende investigar. si la 

sensibilidad al disulfiratn es también un punto de distinción entre enzimas BADl-I de 

diícrcntcs orígenes. 

------------ --....... 



l lasta In tCcha se sabe que el disultiram y algunos de sus derivados son inhibidorcs. en 

n1ayor o n1cnor grado,. de diversas ALDl-ls tales como: 

•!• ALDI 1 citosólica y constitutiva (rcC:ombinante y no recombinantc) de hígado de ratón 

(Kathmann f!l al., 2000; Mays f!l al.; 1994). 

•!• ALDl-1 citosólica y 1nitocorld~i81 (rC~oinbinañte y no rccon1binantc) de origen humano 

(McKcrell. 1985; Lam e/~11.·: 1997{'' 
' - ·" "' ·,: . 

._:. ALDH citoplásn1ica de hig~.do. ?e oveja y_ caballo (Kitson. 1982; Kitson. 1987). 

En relación al efecto que CI D~F' ~i1cnc 'espC?cíficamcnte.sobre las BADl-ls, se ha encontrado 

que la enzima de hígado._ huritano es,. ~11 vitro, insensible a este con1pucsto (Kurys et al .• 

1989). Sin embargo, no se ha investigado hasta _la fecha el efecto que este compuesto tiene 

sobre otras BADHs. concretamente la de plantas. 

11.6 .. 2 l\1ecanis1no de -~nhibici~n -de ·l~ts-~' L~.lts por disulfira1n 

El DSF actúa fom1andO ·un disulfuro _ mixtO con -la cisteina esencial que reside en el sitio 

activo. aunque tambiérl P:~~~C,·.fonnar~~·un dis~lfuro intramole~ular"si existe otro.residuo de . .. . 

cistcina próximo al -~tali~i~~~~"(·~i~.' 1~).- Po
0

r e]en1plo, se sabe <l~e ¡¡;-~·itro ~j DSF actúa 
; :·' 

oxidando a las cisteinas contiguas que residen en el sitio activo de la ALDf-1 de. levadUra 

(Vcvcrka et al ... 1997). La··rcirmación_del puente ·disulfuro inhibe- la actividad .~e I~ ~nzilna 

por la modificación dei' grupo -SH de la cisteina esencial (C302 en la ALDH de levadura). 

El mismo mecanis_nt<? se ha. encontrado. para la ALDH de mitocondria. de h_igado de rata 

(ALDH 2) (Lipski f!t al .• 2001). Se ha observado que la recuperación de la actividad 

.:w 

-----~----------------- --- ----- ---- --...... 



cnzimittica se alcnnza con un tratamiento con ditiotreitol (01 .. T). el cual reduce el puente 

disulll1ro intramolcculnr (Fig. 13 ). 

No obstante. se sabe que el · DSF tiene una vida n1edia muy corta in W\'(J para inhibir 

directamente a la ALDl-I. pero que es biotranstbrmado a metabolitos reactivos que son los 

inhibidorcs directos de la enzima. 

Disulfuro 
mixto 

inestable 

____._ AlDH-Cc,.-~ . c,.-s 

Enzima 
Inactiva 

1 mM 111.D~ . f'cys-SH 
oTI'" y.cll"-SH 
""7,~ 

..... :• Enzima 
Activa 

•·iguru 13 .. i\-lccunismo propuesto de In inhibición de Al..011 de lcvndurn después de un 

trntnmicuto in ,•ltro de In cnzimn con l>SF., así como su reactivación después de un 

trntmnicnto con 0·1-r 1 ml\1 n pll 7.5 (Vevcrkn et al .. ., 1997) .. 

Como se mencionó, el DSF. hipotéticamente. inhibe a la ALDH in \•itro por la fonnación 

de puentes disulfuro mixtos o intramolcculares con los grupos sultñidrilo esenciales de la 

enzima. Sin embargo .. es poco probable que in vi\'t.1 el DSF inhiba a la enzint~ porque este 

compuesto es reducido muy nipidamcnte por la glutatión reductasa en eritrocitos. dando 

lugar al N,JV-dietilditiocarbamato (DDC). El DDC es un inhibidor muy débil de la enzima 

ALDI 1 in t•irro.,. sugiriendo que se requiere de un metabolismo posterior para generar un 

compuesto que inhiba esta enzima. Actualmente se piensa que el DDC es metilado a la 

forma S-mctil N.N-dictilditiocarbamato (l\1eDDC). el cual es activado metabólicamente por 
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dcsullürución oxidativa y sultbxidación tbrmando por una parte t\1cDDC sullOxido y por 

otra S-mctil ,v.,V-dictiltiocarbarnato (I\1cDTC) y i\1cDTC sullOxido. Finalmente. ocurre la 

oxidación tnctabólica del McDTC sulfóxido a I\1eDTC sultbna. siendo estos compuestos 

los que se han prop~esto como los respori~ables de. In inhibi~ióri de la ·.,.\LDl-I in vh·o •. tras 

ingerir DSF (l\'lays t!I al., 1994? (Fig. 1_4). 

s s 
---.r<)!'S-S_.8.N;.-­__,,- ...___ 

IJi~ultiram 

o 
.:::;: .. ~-S-CHs 

:\lcfJTC 

Glucu1iiin 
r .. •&Jucc11~11 

.MeDTC .sulfó:ddo 

" __.,,,,tt-M-s-H­_,, 
IH>C 

o ... 
::::;r..-<!-s-CHs 

1\leDDC sulínm• 

:\tcDTC sulíuna 

11.6.3 An:ilo~os del di_sul~.ra111 intÍib_idores.de las ALDl~s 

----.. s 
__,N-é!.-6-CH:a 

:\tcDDC 

1 
s o 

~-11-CH, 
:\lcDDC :rr;ulf,h.ido 

Los herbicidas tiOc3Íbar~~~~oS ·y-. sus metabolitos_ son similáres al DSF y_ sus metabolitos~ no 

sólo por poseer Una cStnictura .ho~óloga sino tanlbién por su potenc~~~ comó inhibidorCs de 

ALDHs in \'i\'l.1. -Espccificamcnte .. se han· probado en· 1a ALDH mitocondrial de baja Km de 

hígado de ratón (Quistad et al ... 1994). CaJ?c desta~i- que los herbicidas tioca~bamatos son 

de grnn importancia debido a que son una de las principales clases de agroquimicos que se 

~· 



e111plcan anualmente (en Estados Unidos). Los herbicidas de esta clase incluyen 

compuestos como: S-ctil ,v,,V-dipropihiocarbam~to (EPTC).. tiobencarb. pebulato~ 

vcrnolato. molinato. butilato y triUlato. Así mismo .. el _lirar11 es el hon1ólogo tctran1ctil del 

DSF y un importante fungicida~ que inhibe tml1bién a las ALDlls. De hecho .. se rccon1ienda 

a los agricultores el evitar ingerir alcohol durante o después de una exposición a este 

disulfuro ditiocarbanmto. Por otra pane. existen repones de que c1 mctabolito sulfóxido del 

herhicidn tiocarban1ato EPTC" es convertido a su sultbna correspondiente en cron1osomas 

de higado de ratón ( i\ 1ays et u/ .• 1994 ). al igual que ocurre la oxidación 1netabólica de los 

dcrivudos de DSF hasta ~fcDTC su1fona .. siendo prccisan1cntc este compuesto uno de los 

<.1uc se ha propuesto como responsable de la inhibición de la ALDI 1 in \'Í\'<J. Los sulfóxidos 

tiocarbamatos se descubrieron como mctabolitos de los herbicidas tien1po antes de que este 

tipo de <.Juímicos se reconocieran como metabolitos del DSF (Quistad et al .• 1994). 



111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

R..:sulta sorprendente que las i\LDI Is de difCrcntcs orígenes posean diferente sensibilidad al 

DSF. Puesto que todas ellas requieren de un residuo de cistcina n1uy reactivo para su 

actividad. y dado que el DSF es un reactivo especifico de grupos sulfi1idrilo~ es claro que 

ciertos condicionamientos estructurales deben afectar Ja rcactividad del residuo de cistcina 

esencial frente a este co111pucsto. Por ello es de imcrés. no sólo desde el punto de vista 

priictico sino también básico. el estudio del efecto de este compuesto sobre la enzima 

UADl-I de amaranto para elucidar diferencias entre las propiedades tUncionalcs y 

estructurales de BADHs de distintos orígenes. bacteriano. vcgcral y animal. Para ello y. 

para investigar más a lbndo las propiedades de la cistcina esencial.. tales con10 su 

reactividad y el mecanismo de reacción .. en este trabajo estudiamos el efecto del disulfiram 

sobre la cnzin1a de hoja de amaranto. Por otro lado. el hecho de que los sustratos NAD{P) ... 

y BA y los productos NAD(P)H protejan a esta enzima de modificadores químicos 

específicos de cistcinas {Gonzñlcz-Segura et ul ... 2002) nos llevó a preguntamos si podrían 

actuar de la misma forma ante la posible inhibición por DSF. J-\.si mismo~ resulta de interés 

el conocer si la inhibición por DSF.. en caso de que ocurriese .. se podría re.venir por agentes 

reductores fisiológicos como glutatión reducido .. tiorrcdoxina .. o no fisiológicos como 2-

mcrcHploetanol o D1T. 

~------~-------- -- ---



IV. lllPÓTESIS 

La BADI 1 de hoja de mnanmto presenta en su sitio activo un residuo de cistcína esencial 

para la catü.lisis y dado que el disulfiram es un reactivo especifico de grupos tiolcs .. se 

observará un proceso de inacth:aciói1 de la enzima en presencia de DSF. Se espera que este 

ctCcto inhibitorio se moditiquc dependiendo del ligando presente (sustrato. cocnzirna 

reducido y oxidado). ,\dc111ás. puesto que la enzima posee otros 15 rcsidúos de cisteína .. si 

Cstos se moditican podrían afectar la estabilidad de la estructura nativa. 

--~·-------------- ----·-- ------------------- -·-----~~--~----~---- --.........,_ 



V. OB.IETIVOS 

I~ / Oll.JET/VO (i/!NEUAI. 

•!• Investigar si el DSF inactiva y/o desestabiliza a la BADH de hojas de amaranto. 

1~2 011.ll!T/VOS l'AllT/CU/ . .Alll!S 

1. Investigar el ctC'c::to que tiene el DSF sobre la uctividad de la cnzi1na. dctcnninando el 

orden y la constante de velocidad del proceso de inactivación. si ésta se produce. 

2. Investigar_ si la presencia de la cocnzinm oxidada o reducida. o del sustrato aldehído. 

altera el valor dC la Constante de inactivación. 

·"· Investigar- la íCversibilidad de· la modificación por DSF por agentes reductores 

fisiológicos y no fisiológicos. 

4. Determinar si la _modificación química por DSF afecta la estructura nativa de la enzima 

BADH. 



VI. MATERIALES Y i\ll::TODOS 

VI./ ,l/,t TERl.·11. 11101.ÓCilCO 

Las plantas de A. /lypoc/ui11clriac.:11.' ... l.... crecieron en u1.1 ,_invcrnall:c:ro iluminado con luz. 

11atural a una tcn1pcrntura entre. 1s·;,....._~0°-·é:~-:Sc ~saron plantas de 6 a-8 semanas de 
. ' . . . . -

crecimiento parn la puriticació~l: Las hojas intactas sc.scpal-aron y se so111cticron él un cstn!s 
-·. ' 

hidricu por csposición directa al sol po~ alrcdCdor de 2 horas en el invernadero. 

VI.:! EQUIPO 1· REACTIVOS 

EQUIPO 

Centrifuga Sorvall RC-5 l>lus 

Ultraccntrifuga Sorvall 

l>otcnciómctro Bcckman 

Equipo de clcctr-oforcsis 1-locfcr Scicntific 

Espcctrolbtómetro Bcckman DU 7500 con 

baño recirculantc a temperatura controlada 

Transiluminador de luz blanca 

Cc1lumnas para cro111atogratia de Biornd 

<~olmnna 1\1ono-Q Phannacia 

REACTIVOS 
/\cido acético l\1erck 

Acido cítrico l\1erck 

Colun1na Supcrdcx 200 Pharmacia 

Colector de fracciones Phannacia LKB. 

Balanza analítica Ohaus. 

Vortcx Thcnnolync. 

Cámara de agitación orbital con temperatura 

controlada Lab Linc instrumcnts. 

HPLC (high perfom1ance liquid 

chro1natography) \\'aten:; 

Glutatión reducido Sigma 

Hidróxido de amonio Sigma 



i\cido clorhiddco i\1crck 

.1\crilan1ida Sigma 

llctaina aldchido Sigma 

Bis-acrilamida Sign1a 

BS/\. (albún1ina sérica bovina) Gibco BRL 

Cloruro de potasio Sigma 

Disulfirnm Sigma 

lYrr ( ditiotrcitol) Sigma 

EDTA .:\.tcrck 

Etanol absoluto 1\.1crck 

Fonnaldchido l\1crck 

Fosfato n1onobásico de potasio :'\.1crck 

Fosfato dibásico de potasio 1\.1crck 

Glicerol Mcrck 

Glicina Signla 

l IEPES (N-12-hidro:<ietil}piperi-zina-N•-lácido 

2 ctanosulfónico 1) Sign1a 

Vl.3 ,\/JiTO/JOl.OGÍ,1 

Vl.3.1 E:\:lracción y-purificación de la BADii 

l lidrós:ido de potasio Sig,111a 

Hidróxido de sOdio ~igma 

2-n1crcaptoetanol Sigma 

Mctanol Merck 

N .. ~o~ _Sigma 

NADll Sigma 

Nitrato de plata sigma 

Reactivo de Bradtbrd de 1310-Ri\D 

SDS (dodccil sulfato de sodio) Sigma 

Scfltrosa s·-AMP Phammcia 

Scfade:< G-25 Bio Rad 

Sefarosa Q de ílujo rápido Phannacia 

Sulfato de amonio ultrapuro Gibco BLR 

Tris (hidroximctit-aminometano) Sig111a 

La UADH se obttÍvO usando - uO protocolo de purificación puesto a punto en nuestro 

laboratorio (Valcniucla-S~to y Muñoz-Clarcs,. 1994)_ Las hojas estresadas híd_ricamcntc se 

honlogcni7 .. aron en una licuadora comercial en una relación de 250 g tejido/400 mL de 
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amortiguador A: 1-lcpcs-KOl I 50 tni\1. pi l 7-4 .. EDT .. \ lml\1 .. glicerol 10% (v/v). y J'l -

mcrcaptoetanol 10 tni\1 (el reductor se adiciona al momento): El homogenizado se pasó a 

través de 6 capas de g.asn y se centrifugó u 7.824 ·• .g por 30 · min. Al sobrcnadante se le 

adicionó sulfato de an1onio sólido para lograr una saturación del 30%- y posteriormente se 

centrifugó a 25.348 "' g durante 30 minutos. El sobre1~adan1c se llevó entonces a un 75o/o de 

saturación con sull1tto de amonio~ la proteína precipitada se separó por centrifugación como 

se indica arriba. El precipitado se rcsuspcndió en el amoniguador .·\ y .. con la finalidad de 

eliminar cotnplctamcntc los restos de tejido de las hojas. se sometió a una 

ultraccntritllgación a 104.958 A g por 30 min. J>ostcriormentc. el sobrenadantc fi.Je desalado 

por una filtración en gel a través de una columna de Scphadcx G-25 (Pharn1acia) que fue 

equilibrada y cluida con el nlismo an1ortiguador de la resuspcnsión. Esta solución tUc 

entonces aplicada a una columna de intercambio iónico de Scfarosa-Q de flujo rápido 

(Pharmacia) ( 1.8 x 6.35 cn1) equilibrada con el n1isrno amortiguador. Después· de lavar la 

colunum. la enzima fue eluida con un gradiente de cloruro de potasio (0-500 ·mi\1) en·-c1 

amortiguador A a un flujo de 0.5 rnUmin. Las fracciones que presentaban ac~ividad 

cnzirnUtica fueron recolectadas y después desaladas en una colun1na de~. ~~epha.de~ · G-:-25 

equilibrada y eluida con un amortiguador de fosfatos de potasio 20 ml\1 (n1onobásico y 

dibasico). pH 6.5. EDTA 0.1 mM. glicerol 10% (v/v) conteniendo 10 m;\I de P -

mcrcaptoetanol (amortiguador B). La preparación desalada se aplicó a una columna de 

afinidad de s·A:\:JP Sefarosa (Pham1acia) ( 1 mL de volumen de cama) equilibrada con el 

amortiguador B. DcspuCs de un lavado con el n1isn10 amortiguador que se equilibró la 

colun1na. la enzima se cluyó con un gradiente de AMP (0-0.2 n1M) a un tlujo de 0.5 

mL/n1in~ las fracciones que presentaron actividad enzimática se recolectaron. Un paso 

. ·---·------



adicional de purificación tUc necesario para la elilninación de contaminantes rncnorcs el 

cual consistí~ en una crornat.<?gralia_ dC intcrca_mbio ióni~o d,~ la. preparación enzimática a 

lravés de una columna de intcrcantbiO. iónico ~vtono-Q HI~ (Pharmacia) acoplada a un 

sistcnta de HPLC (cromatogralia líquida de. alta _rcsoluciótl) (\Vatcrs) equilibrado con 

HEl'ES - KOH 50 ml\·1, pH 7.5, EDTA ·11111\1, glicerol.ID% (v/v) y [1-mcrcaptoctanol ID 

mi\1 .. la enzima fUe cluida con una gradiente de don.Jro de potasio (0-500 mi\l) en el mismo 

amortiguador. La enzima cluyc a una concentración de 180 ml\:t de KCI. Finalmente. la 

cnzirna tal con10 se obtiene del último paso de purificación se alicuotó y se mantuvo a - 70º 

C hasta su uso. Todo el procedimiento se llevó a cabo a temperatura arnbientc excepto los 

pasos de extracción y cromatogralia de intercambio iónico que se realizaron a 4° C. 

Vl.3.2 l>eterntinnción de proteínn. 

La cuantificación de proteína se realizó mediante un ensayo basado en el método de 

Bradford (1976). Este se fundamenta en el cambio de color diferencial del Azul Brill.antc de 

Coon1assic en respuesta a varias concentr~.ciones· de proteína. El má.'\:in~o _dC absorbaÍlcia 

para este colorante cambia de 465 nn1 a 595· n~.'?~-a~d·~~'.:~.e··ún·c:.~~.l~~_.~~C?t.~iOa.:·_El c~loran.te 
azul de Coomassic reacciona princi~·ai1nen1~·.·: é:On ... ~~~Siduos !· d~:~-;-~ril.in~ácidos. básicos. . . 
cspccialtnentc arginina. y aromáticos. La ·~foteiri8 e·~tá~:d~r'ú~~·d:~· rU~ la.albúmina Séricn .de 

' . ,· ', -_. ". ' 

bovino (BSA). La curva patrón se rcalizó_~.'-difercn·t~s concent~~iories. en un intervalo de 

0-40 i.1g encontrándose una dependencia lineal e-ntrC el color dc::sarrollado por las muestras y 

su concentración de BSA. 

..., 



Curvn Patrón de USA 

Dc~pués de añadir el colorante .. se agitó en vortcx y se incubó 5 1ninutos a temperatura 

ambiente para el desarrollo de la coloración~ se leyó a 595 nm en un cspcctrofotómctro. Se 

realizaron las diluciones necesarias de la muestra problema hasta obtener una D.0. que se 

interpolara en la curva patrón. 

Vl.3 .. 3 Elcctroíorcsis c.Jc~r:-at~~rn_l~zn~tc__ en gel _de polincrihunida 

Con la finalidad de ·cv~i·J~~-::¡~ ;~ure~ de la prcpa~ación final de la enzima .. la solución 

cnzilnática se sometió a una electroforesis dcSnaturalizantc en gel de poliacrilamida (SOS-
. - -_,--, ·:/- -... :_ ,-; : 

PAGE) de acuerdo al pro_~cdimicnto_descñto·por Lacmmli (1970~. Bajo estas co~diciones 

desnaturali7..antes .. la 111igración de las proteínas se dctem1ina por su peso molecular .. no por 

su carga. 

El SDS es un detergente que confiere a las proteínas una carga_ net~ negativa. Este efecto .. 

unido al tratan1icnto con un agente reductor (Jl-n1ercaptoctanol), hace que las proteínas se 

co111portcn con10 partículas lineales con igual densidad de carga. El gel de poliacñlamida 

consta de dos zonas: una zona de concentración (4% acrilamida, pH 6.8) y otra donde se 



llcvu a cabo la separación de las proteínas ( 1 0% acrilamida~ pi 1 8.3 ). El revelado de las 

bandas de proteína se llevó u cabo por tinción con plata (\Vray et c1I .• 1981 ). 

La preparación del gel para la electroforesis SDS-J>AGE se realizó de la siguiente rnancra· 

.:;o'% acrilmnida (1) 

Amortil!.uador para ucl separador ( 11) 
Amon iuuador nura ucl anilador f 111) 

SDS 10'%> (1\/) 
.•\.~ua dcsioniznda 

Pcrsulfi1to de amonio (V) 
TEi\IED 

Volumen final 
... l~s 4..'l ultirno en ad1c1011arsc 

Gel separador 
( 10(% acrilamida) 

J.JJ n1L 
2.50 mi. 

O.IOmL 
-t OOmL 
O IOmL 

0.013111L 
JO rnL 

Gel apilador 
(4'% acrilan1ida) 

0.67 111L 

1 :::!5 rnL 
O.OS mL 
3.00 tnL 
0.10 111L 

0.013 111L 
5 mL 

El gel separador se aplicó rúpidan1cntc entre las placas de vidrio y se dejó gclilicar. 

Postcrionncntc. se adicionó el gel apilador. En cada carril se aplicaron 1 O ¡.1L de las 

muestras. La concentración de protcina de la enzima purificada que se aplicó fue de 0.2 

Jlg/J1L. Las protcinas que se utilizaron como estándares Mr(kDa) fueron: miosina (220)~ a.2-

macrnglobulina ( 170). P-galactosidasa ( 1 16). transfcrrina (76) y glutamico dcshidrogcnasa 

(53) 

La composición de las soluciones empleadas es ta siguiente: 

1) r\crilamida 30 % (p/v), bis-acñlamidá 2. 7 % (p/v). 

11) Amortiguador para gel separador: Tñs 1.5 M. ajustado a pH 8.8 con HCI 

concentrado. 

111) Amortiguador para gel apilador: .Tñs 0.5 M. ajustado a pH 6.8 con HCI 

concentrado. 

IV) SDS 10 %: dodccil sulfato de sodio 10 % {p/v). 

V) Pcrsulfato de amonio 10% (p/v). 
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VI} Amortiguador para la muestra 2X: Tris U.125 1\-'t. SOS 4°/o (p/v),. glicerol 20"l0 (v/v). 

IJ-mcrcaptoctnnol 10% (v/v). 

VII) .. \mnrtiguador para electrodos pH 8.3: Tris 0.025 ~t,. glicina 0.192 i\.1. SDS 0.1º/o 

(p/v). 

H.e·veludo con plata. El gel se incubó con mctanol al 50l!·~ (v/v) durante 15 111inutos. tras lo 

cual se realizaron tres lavados de 5 minutos con agua destilada. A continuación se colocó 

en la solución de con1plcjo de plata (solución A) y se mantuvo en agitación suave durante 

15 nlinutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua destilada en agitación constante. 

Posteriormente el gel se incubó en una solución de lbrnmldchido (solución B) hasta la 

aparición de las bandas (5-1 O minutos). La reacción se detuvo lavando con agua destilada. 

A) Solución de corn11lcjo de plata para revelado. Se prepara una solución de 0.4 g de 

i\gN0.1 en 4 mL de agua y una solución de 21 mL de NaOH 0.36 º/o y 2. 75 mL de _NJ-.~OH 

al 30%. A la mezcla de NaOH y NH.iOl-1 se agrega gota a g<;>ta la soludón de plata con 

agitación. Se aforó a 100 mi. 

B) Solución de_ forn.taldehido para re,•chtdo. Se preparan 2.5 mL de una solución al 1% 
C , ·- ~ • - --- -.-'· • .;" - -' ·é·c ,- --'· ·-

de ácido citrico y se le adicionan 270 ~LL de formaldchicÍo al 35%.- ·se atbr3 ·a sOo n1L. 

Vl.3.4 Dclerrninación de la nctividad en7.in1Ííticn 

La actividad de la cnzin1a: se rTiidió 111cdiante un ensayo cspcctrofotométñco estándar ya 

dcscñto (Valcnzucla~·Soto Y-:.~~~~~-~larcs .. 1993). La osidación de la t?ctaina aldehído por 

la BADH y el NAD~ da como resultado glicina bctaina y NADH. Al tratarse de una 

reacción de estcquiomctria 1:1,. la apañción de NADH es proporcional a la aparición de 
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glicina bctaína y .. por lo tanto. a la actividad cnzhnática. Siendo éste el ti.Jndamcnto. la 

actividad cnzimatica de la llADI 1 se ·determinó cspcctrotbto1~1étricamcntc n~idicndo la 

aparición de NADH por· 111cdio dd incí~mcnto en· la 'cXtinción a 340 nm en un 
. . 

cspcctrolbtómctro Bccl-an3:n DU .. -7500. La t~~npc.Íittura se m~ntuvo a: .3.0 ~C u~an~·~ un bañó 
" • ' ', '· .·, ··._-_ •; < 

de agua rccirculantc. El ensayo de actividad se rcalizO cn_c1.ml10niguadcir. Hc"pcs-.KOH 100 

m!\1 .. pH 8.0. EDTA ,·.mi\ .. ~ .. NAD .. · o.s·n;~1.- .. l3A 0.2·.·n1i\.1. ~n··~~ volú~l~ .tin31 d-~:~.5. n~l~. 
Estas concentraciones de sustratos son saturantcs para la 'enzima al·'pt~f\1~c.'sc rcali;..11 el 

ensayo enzimático. La reacción se inició con la adición de·· ~a ~~1zh~·~ .·< 1.Ó J.lL de una 

preparación cnzimH.tica de O . .:? J.lg/J.tL) y se midió el .:an1bio. cn·la ·extinc_ión obtenida du~ante 

90 ó 120 s. La reacción es lineal e~ este intervalo de tien1po.: 

La actividad enzimática de la BADH se calculó de la siguiente manera: 

A.Ec = L'vlx }x 1~ 

En donde .. 

A.E.= actividad enzimática (mU/mL) 

L1A = incrc1ncnto de-la absorbancia a 340 nm 

¿·=coeficiente de extinción n1olar del NADH a 340 nm (6.22 :< 10 1 M- 1 cm - 1 ) 

V '"" volun1en de enzima usado en el ensayo. 

Una unidad de actividad enzimática se d~fine como la cantidad necesaria para convertir l 

µmol de sustrato en pro~ucto en un !1linuto bajo nuestras condiciones experimentales .. a 30 

ºC y pH 8.0. 

-----------------· -·-....... 



Vl.3.:::1 Esuulios dné1icos dt~ in:acli\'nciún de la HAl>ll por l>SF' 

Se incubaron alícuotas de la enzima pura.(0.2 J.tg/HL) con DSF.y se evaluaron las cinéticas 

de inactivación. <lctcrn1inando el orden·· de reacción y las constantes de velocidad 

correspondientes. siguiendo el curso temporal de la pérdida de actividad de la enzima. Se 

invc:-.tigó el efecto de J~s ligandos de la cnzinm-sobrc la cinética de modificación haciendo 

incubaciones en presencia de concCntraciones saturaiites de éstos. 

Previamente ni tratamiento con· DFS. las preparaciones de la cnzinm 13i\DH se pasaron 

rñpidamcntc dos veces a travCs de colurnnas de filtración en gel (Scphadcx G-25) con 

volumen de cama dt:: 2 1111.. .. según el 111Ctodo descrito por PcnctSky (PcnefSky. 1977) para 

clitninar el reductor 2-rncrcuptoetanol. El mno11iguador de la filtración en .gel fue el mis1110 

que posee la enzima ahnnccnada pero sin reductor: 50 111~1 Mcpcs-KOH .. pM 75. 1 n1i'v1 

EDT.r-\. 180 ml\1 KCI y 10~~ (v:v) glicerol (arnortiguador C). Todas las soluciones 

empicadas li.tcron dcsgasiticadas sometiéndolas al vacio durante al menos S horas y 

s¡1turad¡1s con gas nitrógeno justo antes de su uso .. todo esto con la finalidad de prevenir la 

oxidación de las cisteinas de la enzima por el oxigeno del aire. La solución madre de DSF 

siempre se preparó a la concentración de 2.5 ml\.1 en etanol absoluto ( 15 n1gl 2 mL etanol) y 

los ligandos de la cnzin1a se disolvieron en agua dcsionizada saturada con nitrógeno. 

La BADI 1 se incubó con diferentes concentraciones de DSF en ausencia y presencia de 

ligandos en el amortiguador de la tihración en gel. Los ligandos y c1 ost: se adicionaron 

simultáneamente a la preparación enzimática. A los tiempos indicados.. se tomaron 

¡1licuotas de la preparación y se detcrn1inó su actividad cnzinuiticn con10 se describió 

previamente. Los datos cinéticos se analizaron por regresión no lineal mediante un 

programa de cómputo comercial. 
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t..:011<."e11trt1chu11! ... ; tlt.~ 1li.'lt11(fir11111 e111p/eutl11.\·: SO. 1 OO .. 1 SO y 200 ~Ll\1. 

l.iJ.:111ulo.\· e1nplet11/o ... :_bcrnina aldehído 0,2 ml'v1 .. ~ADl-1 0.2 mM. NAD' 0.2 n1i\t y NADl-I 

0 . .2 mi\1 + 13.A O.:! 111:'\.1. 

Vl .. 3.6 Estudios de reacli\'ación de la HADll n1odiri~ad:t por-l>SI" 

DcspuCs de que lu cnzirnu se incubó con DSF durante a¡l~oximadarncntc 120 min y sufrió 

inactivación. la preparación cnzimñtica: se trató con un rcd~ctor fisiológico y otro no 

lisiológico. ditiou·citol (DTT .. S mi\1) y glutatión reducido (GSI L 1 O n1l\.1) .. rcspc.ctivamcnlc. 

Se siguió el curso tcrnporal de la recuperación de la actividad de la enzima. 

Vl.3 .. 7 Aruilisis de los dntos 

El ajuste de los datos cxpcrinu.mtales de la actividad residual u los ditCrentcs ticn1pos de 

incubación. para cada una de las fases,. se realizó usando una ecuación de decaimiento 

exponencial doble que describe una cinética de primer orden: 

l;t t k'2.t 
(A., I Au) = (A1/ An) e + (z'\.2/ An) e Ecuación l 

en donde i\.1 y A 0 son los valores de actividad de la enzima al ticmp'? t y·· al tiCmpo cero .. 

rcspcctiva1nente .. A. 1 y ~\.2 son las amplitudes de las dos fases de inactivación,. y k 1 y k2 

(k.,,.., y k,.rn~) son las constantes de velocidad del proceso de inactivación de pscudo-prin1er 

orden de las dos fases de inactivación. 

Las constantes de velocidad de inactivación de segundo orden. kinact .. se estimaron de las 

pendientes de las lineas que resultan de los valores de k1 y k1 respecto a la concentración 

de DSF.., de acuerdo a la c.xpresión: 

kob~ = kinacl (DSF( Ecuación 2 
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Los valores de orden de reacción. 11 .. se cstitnaron usando la ecuación: 

In kohs =In kinucl + 11 In 1 DSFI Ecuación 3 

los valores de 11 nos indican el orden de la reacción con respecto al DSF. 

Vl.3.8 Cnracterizacié>n t.~structurnl de In enzim'i• BADii rnodificada 

El estudio de las propiedades estrUcturalcs de la enzima modificada químicamente consistió 

en: 1) detectar los posibles cambios· c.n el estado de agregación. 2) la movilidad 

clcctroforética en P.·\GE y .. 3) la tluoreSccncia' intrínseca de la proteína. Para hacer estos 

ensayos. la cnzitna tl1c desalada previamente a través de una columna de Scphadcx G-25 

para eliminar al reductor .. como, se indicó anteriormente~ y se incubó con DSF 50 -y 200 ~1M .. 

según el caso. hasta.que se alcanzó un porcentaje de inactivación del 100%. PosteñOrn1ente .. 

se son1ctió a un lava~o en Ccntricon 30 000 (Miliporc) con el amoniguad~r C .. ~on la 

finalidad et~ -C~i'!li_~ar e~- DSF que no reaccionó y evitar interferencias de.éste en los estudios 

de la cstn1ctura nativa: 

Vt.3 .. 8.1 Cron1:~1o~ralia de exclusión molecular 

El estado de a.Srcgación de la cnzin1a se deterntinó mediante cromatografia de exclusión 

n1olecular. Las muestras de enzima BADH sin modificar (0.4 mg/mL) y modificada (0.2 

mg/rnL) se pasaron a través de una columna de exclusión molecular Superdcs 200 

CJ>harnmcia) acoplada a un sisten1a HPLC (\Vatcrs). Para la enzima control .. la columna se 

equilibró con el amoniguador de alnlacenamiento y para la enzima modificada por DSF SO 

J.Ll\.1 se empleó el amortiguador C de desalado. Las condiciones fueron las mismas para 

ambas muestras: el volumen de muestra aplicado a la columna fue de 200 ~1L,. la velocidad 
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de flujo del ainortiguador de clución d~ 0.5 111L/min a 90 psi de presión. el tiempo de 

corrida 60 min. Se registraron los perfiles de clución midiendo la absorbancia a 280 nm de 

las fracciones obtenidas. Postc.-iormcntc se con1pararon los perfiles de clución de la BADH 

no nloditicada y inocliticada con DSF. 

''1.3.8.2 Electrofon•sis nali\'a elli ~e~es de ,·,olinCrild1midn 

La elcctrolbresis nativa Cn gclc,s de ·ro.liacrilarnida (J>AGE nativa) es una de las tCcnicas 

n1{ls útiles para estudiar ·la ·cOn1p.osici~1~.-y. la estructura dC prot.cinas nativas. puesto que 

tanto la contbrn1ación como la :··activida~ bio~ógica _ pennaneccn intactos durante esta 

técnica. Las· gel~s de g,_-adic!ne_ de Poro. para clcctrolbrcsis P.t\GE nativa perfilan las bandas 

de proteina y -permiten qllc n1czclas de proteínas se puedan separar en un único gel. Las 

proteínas se separan en el gel separador principalmente de acuerdo a su tamaño y forma. ya· 

que cada proteína se mueve hasta la región del gel en la que el tamaño de poro no le 

permite avanzar. Después del tratarnicnto de la muestra con DSF. como se ilÍdicó 

anteriormente_ la enzirna modificada y los respectivos controles se sometieron a una 

electroforesis PAGE nativa mediante dos métodos: 

i'IÉTOl>O 1. Para correr el gel se empicó un equipo Phast Systcm (Sistema Rápido) de 

Pharmacia y se corrió con el método 1 preestablecido en el equipo; el tiempo de corrida 

tüc de 60 minutos. 

Se usaron geles de gradiente de 5-15% poliacrilamida (Phast Gel Gradiente 'de 4-15~ 

Pl-11\RMACIA) bajo las siguientes condiciones: 

Gel rápido de gradiente 4-15: las din1ensioncs s_on de _1_3 mm.de la zona del gel 

apilador (4.5% acrilan1ida~ 3% bisacrila'mida)~ 32 mm de gradiente continuo de 5-
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15'!(, de acrilamida y de 1-2°/o de bisacrilamaida~ el espesor del gel es de 

aproximudamcntc 0.45 nun. 

Amortiguador del gel: l'\cctato O. 1 12 i\.1 .. Tris O. 1 12 i\.'l. pH 6.4 

Amortiguador de corrida: el gel se corre con tiras de mnortiguador para Phast Gel 

nativo. los cuales contienen L-alanina 0.88 t'\-1 9 Tris 0.25 tvJ 9 pl-I 8.8. Las tiras de 

amortiguador cstún hechas de agarosa al J'?•ó (p/v). 

Principio del método. Al cornienzo de la corrida .. los iones de las tiras de mnortiguador 

111igrnn hacia el gel. Lo:> iones acctutu/L-alanina corren a través del gel dejando atrás 

una n:gión de volwjc unifbnnc y pi 1 constante (8.8). Cuando estos iones pasan el punto 

de aplicación de h1 muestra (dcspuCs de 10 Vh) las proteínas son aplicadás ni gel y 

concentradas entre los iones acetato y los de L-alanina antes de entrar al gd de 

separación. El pH en el gel separador es de 8.8. así que la mayoría de las proteínas 

tienen una carga neta negativa. Cuando las proteínas alcanzan el gel de gradiente. su 

movilidad se reduce paulatinamente debido a In disrninución en el tanlaño del poro. 

~l l~TODO 2. Se siguió el mCtodo convencional de Laemnlli ( 1970) descrito en el apartado 

VI. 2.3 de esta sección. pero éste fue modificado para electroforesis nativa de manera que 

el gel separador. el gel apilador y las soluciones amortiguadoras de la muestra y de 

electrodos no contenían SDS y las muestras no lltcron sometidas a un tratamiento ténnico 

previo a la elcctrotbrcsis para su desnaturalización. La zona de concentración del gel fue de 

-lºo (plp) de acrilamida (pl-I 6.8) y la zona de separación de las proteínas tenia 7.5°/o (p/p) de 

~lcrilamida (pH 8.8). En este caso las proteinas se separan de acuerdo a su carga~ masa y 

fornm. El revelado de las bandas de proteína se llevó a cabo por tinción con plata (\Vray el 

al . 198 1) para ambos métodos. 
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Vl.3.X.3 SJ>S-PA.GE ha.in condiciones no red11clor:1s 

l .a enzima 111ndilicuda con DSF se snn1c1ió a una clcctrothrcsb dcsnaturaliLantc en gel de 

puliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo a Lacnunli ( 1970). corno se describe en el apartado 

V 1.2.3 pero bajo condiciones no reductoras. lo cual se consiguió ni 1nodificar la 

cumposición de los arnortiguadorcs de 111ucstra: 

rt) _..'\mortiguador para la mucstrn sin r1-mcrcaptucrnnol 2.X: Tris 0.125 :\t. SDS 4'?ó 

{p/v). glicerol 20~-o (v/v) 

b) Amortiguador para la 111ucs1ra con N-ctilrnalcimida 2X: Tris 0.125 :\.1. SDS 4~·¡, 

(p/v). glicerol 20°,-ó (v/v). N. N-ctilinalcirnida (NE:\1) 9 111:\11. 

Vl.3.8.4 Fluorcsccncin in•rinsecn 

Las posibles alteraciones en la estructura terciaria de la proteína provocadas por el 

1rmamiento con DSF se estudiaron mediatltc la técnica de fluorescencia intrínseca de los 

residuos de triptofanos de la enzima. La medición se llevó a cabo a 30º C en un 

cspcctrofluorofotómetro Shidrnazu SOOOU. Para c11o. tas muestras de cnz_ima pÍ.Jra. tanto et 

control corno la inactivada por el tratamiento con DSF (0. l ¡..1g proteina/µL,. en todos los 

casos). se excitaron a 296 nn1 en una celda de 400 ~1L y la en1isión de las muestras se 

registró a 340 nn1. El amoniguador de las n1ucstras fue: el amoniguador de almacenamiento 

en el caso de la enzin1a sin modificar y. para la enzin1a modificada por DSF. el 

arnurtiguador C. Finalmente,. se compararon los espectros de tluoresccncia de las dos 

111uestras. 
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Vil. RESULTADOS 

VII./. &\.'TRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE l..A BAl>ll 

Para la purificación se usaron h.ojas ~-de amaranto· que" se habían soiTictido a déficit hidrico 

pr-cviamcntc . a' la ext.~áccióil/. e~·~'.. ta·_ finBt~i.~a-~/;·dC .. :i:~c~emcntár·_.ct · cántenido y~ por ende,. la 

actividad de la enZi~a 's~-6H::.P~~~-;:~~~J~~->~~: p~;~~:~ l~;:~reparación ~nzimAlica· resultante 

del proceso de purificaciÓ~~- -~:~.·s~-~~i·i~<·a.:;~,~~;.·_·:~l~~~irof6~~s~-~;:.' des;..¡-au:iralizante en gel de 
' ' ". ' . '• .. ' · .. ~ .- .·. ·, . ,. _, - . . 

poliacrilai;nida .. en 18 q1:1e se ~b-~-~-~~r-~ni':~~i~a b~-~da ·dC 6~ k~~l'cUando.se reveló por plata 

(Fig 15). Por tanto, la enzima usada en tos estudios que se describen a continuación está 

totalmente pura. 
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.. ~i~ura 15. SDS-PAGE de la BADii de hoja de amaranto. Proteínas utilizadas como 

estandarcs M,(kDa): miosina (220), a.2-macroglobulina ( 170), p-galactosidasa ( 1 16), 

transferrina (76) y glutámico deshidrogenasa (53). Carriles 1 y 2, enzima BADH purificada 

(2.5 µgen cada carril). Las bandas de proteína fueron teñidas con plata. 



Vll.2. ESTAIJl.EC/,U/ENTO J>E /..AS CONJ>ICIONES EXl'BRJ,UENTAl.BS 

J>AllA El. ESTUJ>JO J>E /.A INACT/V,ICIÓN /JE /.A /J,l/Jll l'OR 

DISUl.FJR.-1,U 

Vll.2.1 Efeclo de~ l>SF sobre la IJADll de n1nnrnnlo en condiciones aerobias y 

pn•seucia de un reductor 

La enzima _se aln1accrm en un mnoniguador que contiene el reductor fl-mcrcaptoctanol en 

cunccntración 1 O 111(v1. y .se rcqucria conocer si el DSF actuaba sobre la enzima en presencia 

de este reductor. ya que en nuestro laborato.-io se había encontrado que la BADH es 

inactivuda por la especie reactiva peróxido de hidrógeno usando como medio de incubación 

el amortiguador de almacenan1icnto que contiene P-mcrcaptoctanol. Por lo tanto, 

inicialmente se realizaron pruebas para conocer el efecto del disultiram en condiciones 

reductoras ( Fig. 16). La concentración de DSF cn1plcada se fijó con base en una revisión de 

estudios previos donde utilizan este compuesto para inactivar diversas enzimas (Lipsky et 

al. 2001; Vcvcrka <!/al .• 1997; Jan-Peter el al .• 1996; Mays el c1I .• 1995). 

En la Figura 16 se muestra el resultado de un experimento típico de esta prueba en el cual 

no se observa claramente un proceso de inactivación~ existe tan sólo una ligera tendencia de 

disminución de la actividad a través del tiempo. Es notoria la gran desviación que presentan 

los datos. lo cual puede deberse a la presencia del reductor .. ya que en estas condiciones .. la 

c11zima inactivada puede recuperar su actividad y además el JJ-mcrcaptoctanol dada su 

naturaleza quin1ica.. puede estar reaccionando con el disultiram en vez del residuo 

catalitico,. por lo que no se observa el verdadero efecto del inhibidor sobre la enzima. Todo 

ello explica las fluctuaciones de actividad observadas .. las cuales claramente indican que es 
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necesario eliminar al ri-SHOH prcviarncntc al trntamicnto con DSF. Debido a esto. 

decidimos llevar a cabo los experimentos de inactivación en ausencia del reductor. lo que 

exige condiciones anaerobias para evitar Ja oxidación del residuo de cistcina esencial. 
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Fi~ur;1 16. Prueba del efecto del OSF sohre In HA.Dll de anutranto. La BADH 

purificada ( 1.3 ¡.tM como dímero) se preincubó con DSF 50 µl\.1 (•) en el amoniguador 

llcpcs-KOH SO mM. pH 7.5. EDTA 1 mM. KCI ISO mM. 13-mcrcaptoctanol 10 mM. 

glicerol 10% (v/v). Se siguió la actividad enzimática a través del tiempo. 

Vll.2.2 Efecto del DSF sobre Ja BADii en condiciones anncrobins y en ausencia de un 

reductor 

J>ara caracterizar el efecto real que ejerce el disultiram sobre la enzima se eliminó el agente 

reductor mediante un paso de filtración en gel en una columna de Sephadex: G-25 
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equilibrada con el amortiguador de almacenamiento sin reductor (a111ortiguador C). con10 se 

describe en :\.1atcrialcs y l\1étodos. Para estos experimentos· se usó una preparación de 

enzima BADI l purificada., dcsgasada para eliminar el oxigeno disuelto· y: postcrionnente 

saturada con gas nitrógeno. En la Figura 17 se. mUcstra un experimento típico de esta 

prueba. Se aprecia que la enzima incubada con DSF cfi~ctivamcntc pierde actividad con 

respecto al control. lo que nos habla de que esta ocurriendo un proceso de inactivación. Sin 

embargo. existe todavia una alta dispersión de los datos que no pcrn1itc caracterizar 

conliablctnentc en términos cinCticos este proceso·. Estos rcsuhados nos sugirieron que el 

reductor no había sido clinlinado totalmente del medio de reacción y que se requerían al 

menos dos pasos de filtración en gel. 
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FiJ:.ura 17. Ereclo del OSF sobre la accividHd de la BADii de una prepración 

enzinui1ica desalada sólo una vez en el Junortiguador C. La enzima ( t .3 ~1M como 

dímero) se prcincubó con DSF 50 J.lM (•). Se siguió la actividad enzimática a través del 

tiempo. En triángulos abiertos se muestran los valores de la muestra control. 
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A partir de este ensayo~ la cnzin1a BADH se desaló mediante dos columnas de filtración en 

gel (Scphadcx G-25) •. de ~ tnL. equilibradas con c_I amortiguador C. la enzima se 

dcsgasiticó al vacío tras lo cual se Sat~r·ó con gas nitrógeno. DcSpués de este tratan1iento. la 

enzima se iricubó cci_n DSF ~~ aCuerdo a lo descrito en M3.tcriales y· M~todos. Todos· los 

experimentos que se· dcscrib~n"a contin~ación se hicieron de esta forma .. 

Vfl.3. C/NliTIC..I /JE/. PROCESÓ l>E INACrlVACIÓN DE / . .A ENZh'1A IJAJ>ll POR 

J>SF 

\'11.3.1 Dc11endel1cin del tien1po de incubación y de In concentración de DSF 

La incubación de Ja enzima BADH con DSF a diferentes concentraciones en un intervalo 

de 50 a 200 ~ll\.1,. bajo las condiciones descritas en :\.1atcriales y l\.1étodos. produjo su 

inactivación. Ésta ocurrió en uña manera dependiente del tiempo y de la concentración de 

DSF y siguió una cinética bifásica (Fig. 18). 

El ajuste de los datos experimentales de la· acti_vidad residual a los diferentes tiempos de 

incubación. para cada una de las· fa:Ses~ Se· r.~~.lizó usando la ecuación 1 de decaimiento 

exponencial doble. .' ·-· ., -"· 
. . ' : . -. . ' ·' ~ .. 

Las constantes de velocidad de :irláct:ivadÓn·~·de .. pS~ud(;-Prim'c~··Órden·. th~ron .linealmente 

dependientes a la concentración d~·: DSF- (Fig.''I 9A)~~Jo_-que_ p~nnitó .~slimar. los válores de 

las constantes de velocidad de •. i~a~tiSaC:i~~ ;~e s~gu~do' arde~. h~act;v a. p~rtir de las 

pendientes de las lineas e~·. la; Fi~i.;,~ : l~A·,.·: y··J~S--~.v~l~r~~··:~b[CrliCi"óS 'fu~ro~~·~· 11.'.67. ·.~ ··o.oS y 

O.SO± 0.04 ~1-ls-I, para las fas~~ de'i~a~li~ación.-rápid,8. y··1e~ta.}espectiv~mente. En dicho 
- . '· . . \ 

grtifico las lineas del ajust~ pasan· por el origen lo que indica quC la inactivación se lleva a 
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Figura 18. lnactivación de la BADii dependiente de la concentración de. DFS. La 
. ~- -··.-,-

enzima (1.3 µM como dímero) se incubó en presencia de DSF 50 µM (•), 100.-µM (6). 

150 µM (•)y 200 µM (0). bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos. A los 

tiempos indicados .. se tomaron alícuotas para medir la actividad cnzimát~ca·.rcsiduaL Las 

lineas son teóricas resultado del mejor ajuste a la ecuación 1 obte~idO __ p~r reSresión no 

lineal de la media de datos correspondientes a S experimentos independientes ... 
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cHho en un solo paso (n) y que no hay fornmción aparente de un intermediario E*DSF (b) 

ames de que se modifique irreversiblemente la enzima. para el intcn.·alo de concentración 

de DSF probado. como se muestra en el siguiente esquema: 

a) E + DSF ___. E-DSF 

b) E+ DSF ---t"'• E*DSF --~ E-DSF 

El orden de reacción. 11. se estimó usando la ecuación 3 y fue de 1.09 ± O.OS para la tase 

r<ipida y O 77 ± 0.0--l para la füsc lenta de inactivación (Fig 19B ). Estos valores indican que 

la pérdida de actividad catalitiCa es de primer orden con respecto a la concentración de 

DSF. 

En el proceso de inactivación· la amplitud de las füscs rápida y lenta •. 25% y 75%. 

rcspcctiv::u11e11lc. tücron las mismas a cualquier concentración de DSF probada. lo que 

sugiere que la inactivación bil3sica se debe probablemente a la existencia de dos 

confórmcros de la BADH con difCrcnte rcactividad o accesibilidad de sus tiolatos 

cataliticos. Puesto que la proporción de ambas forn1as estaría dada por la amplitud de las 

fases. bajo nucslras condiciones cxperin1entales la forma n1ils reactiva seria un 25% y la 

menos reactiva un 75°/o del total de la proteína BADH. Es interesante que la misma cinética 

bifhsica de inactivación $e obtuvo cuando se trató a la enzima con otros reactivos 

cspecilicos de grupos tiolcs. tal es el caso de la iodoacetamida (Muñoz-Clares et aL. 2003). 

Es importante aclarar que el intervalo de concentración de DSF empicado en estos 

experimentos estuvo limitado a la solubilidad máxima de cstc-·compucsto en etanol 

absoluto~ así que la máxima concentración que se puede usar es 200 µM. 
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Figura 19 .. (A) Dependencia de las constantes de velocidad de inactivación de ta 

concentración de DSF y·determinación de la constante de velocidad de segundo orden. (B) 

Determinación del orden de·: reacdón respecto al D~F a partir de los datos en (A).· Los 

símbolos (•) y (D) corresponden a los valores de k ... de la primera y segunda fase, 

respectivamente .. estimadas a partir de los datos 1nostrados en la Fig. 18. 
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Vll.3.~ Efl•cto del 1>11 sobre In cinélicn de inncli\"ación 110r DSI'" 

A pH 8,8 la cisteina catalítica_ es más reactiva por Jo que la inactivación fue 111ás rápida. 

pero la cinética de inactivación por DSF siguió siendo bilñsica (Fig. 20). Las constantes de 

inactivación de segundo ·arden ti.Jeron l .53xJO' t\r 1s· 1 y 2.99 t\r 1s- 1para las fases rápida y 

lenta. respectivamente. Estos valores son alrededor de tres órdenes de magnitud mayores 

que los estimados a pi 1 7.5 .. como se esperaba ya que una mayor proporción de la cistcina 

catalitica existe con10 tiolato. Es también posible que la accesibilidad del tiolato catalitico 

al disolvente sea mayor a pi 1 8.8 que a 7.5. Cabe resaltar que las amplitudes de las tases 

ritpida y lenta. 22 y 78~'0. respectivamente. fueron similares a las obtenidas a pH 7 5. lo que 

indicaria que el pH no afecta Ja concentración relativa de las dos lbrrnas de la cnzinm que 

proponemos existen. 
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Figura 20. Efecto del pll sobre la cinética de n1odificación. La enzima ( 1.3 J.LM como 

dimcro) se incubó en ausencia (v') o presencia de DSF 50 11M a pH 7.5 ( +) o pH 8.8 (•). 

bajo las condiCiones descritas en Materiales y Métodos. Se siguió el curso temporal de la 

pérdida de actividad enzimática. 
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VII -l. EFECTO /JE /.OS /.J(;,tN/JOS EN l.A CJNi::TJ(.';.t /JH /N,ICT/V,tCJÚN 

/JE 1..A liNZ/1\/,I /J,l/Jll POR /JSJ' 

Se realizaron estudios prcÚ1~1ina~~s Co~1 ~ilCrcntcs ligandos de Ja enzima para conocer si la 

presencia de Cstos tenia algún cfCcto ·en su inaCtivación por DSF. Estas pruebas se hicieron 

en las mismas condiciones (no rCductoras) ·a 30 ºC. utilizando DSf' 50 ~t:\1 ·y los siguientes 

ligandos: sustrato BA 0.2 n1I\.1 .. coCnzinla ·sustrato NAD' 0.5 1111\t y cOcnzima producto 

Ni\DH 0.2 1ni\:1. Las alícuotas de DSF y dc1 ligando se adicionáron simultáneamente a la 

solución de enzirna. 

Cada curva de inactivación de la BADl-1 por DSF en presencia de los ligandos probados fue 

panicular del ligando empicado (datos no mostrados). Ello nos llevó a pensar que la 

inactivación en cada caso se podría deber propiatnentc al ligando empleado y no al DSF. 

Para descartar esta posibilidad. se reali?..aron ensayos en los cuales la en?..ima. en ausencia 

de reductor y oxigeno y burbujeada con nitrógeno. se incubó un tiempo detcrn1inado (90-

120 nlin) con cada ligando previamente a la adición del DSF. Es decir .. el DSF y el ligando 

ya no se adicionaron simultáneamente. Este ensayo de incubación previa de la enzima con 

NAO". BA y NADl-f nos indicó que la inactivación de la llADH en presencia de ligandos 

definitivamente no se debe a éstos sino al DSF. ya que al ser incubada la enzima por más de 

60 1nin con cada uno de los ligandos en ausencia de DSF,, la actividad enzimática se 

conservó. observándose con10 rnáximo una disn1inución del 5% con respecto a la actividad 

inicial (datos no 111ostrados). Por lo tanto. dado el importante cfCcto que parecen tener los 

ligandos en el proceso de inactivación. se decidió caracterizar el efecto de cada ligando. 
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Se encontró que los ligandos del sitio ac1ivo. sorprcndcntcmcntc~ no sólo no protegen a la 

enzima de la inactivación. sino que pronu1cvcn un inCre1ncnio en ésta en el siguiente 

onh:n. /JA ,\!A/JI/ lJA · r iVA/.J// . ~._,\fAlJ +.·Los ligand.os no afectarl signilicativaincnte la 

amplitud de las fHscs observadas en ~u auscnciii_._pcro .si prod~ccn incrcmCntos-notablcs que 

llegan a ser hasta de~ 20 veccS C~l Jas·:~or~-s1ilntC~ 1 dc-vclo~icÍ·~d·dc iOaCtiv~ciÓn·d~ la prh~era 
- ,'.. ._ , .. ' __ ·_ .-/ .- . ·-._ ·_'_·:_ ·-- :_ 

fose e incrcn1cntos n1ucho rnc~Orcs éf1 fas·C~_nSu~·ntCS~._dc veloCidad ·dC 1a sC!;un_da fase (Fig. 

:! 1 y Tabla 3 ). Estos rcsültados sügicrcn que_ ·los. li!im{d.~s inducen un cambio 

contbrmacional en la cnzim~ que aumenta. la ~cactividad y/o accesibilidad de la cisteina 

catalítica. 

Tnbl:t 3. Efecto de los li~andos sobre la cinética de innctivación de la HADll por DSF 

50µM. 

1.IGA.NDO 
(0.2mM) 

Ninguno 

NJ\.011 

llA 

Al\I PLITUD 1 

{'Yu) 

19.3 ± 2.4 

18.7±3.5 

22.8 ± 3.7 

15.4 ± 8.9 

~·-¡.:.:.(;.;¡;;--•)- -- -;,l'Í.PLITÜ0 2 

(xlO") ('Y.>) 

30.0± 11.1 79.7±1.9 2.0 ±0.2 

180.4 ± 128.7 81.8±2.9 2.8 ± 1.2 

637.3 ± 372.2 77.1±3.7 2.5 ± 1.6 

156.8 ± 56.4 85.3 ± 8.3 8.5 ±2.6 

BA • NADH _2_:L2_±_2~J. --·· . __ !§_:?_,2 ± 42,0. . . 74.? ± "!-º 2.8 ± 1.5 
Los valores ±- S.E. ~e cstintaron por ajuste de los dato~ de inactivación a u~a ecuación d~ 

decaimiento exponencial doble. usando regresión no linear. B.A. betaina aldehído. 
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Figura 21. Efecto de los ligandos de la enzima en el proceso de inactivación de la 

BADH por D~F. La enzima (1.3 µM como dímero) se incubó sin (•)o co~'osF SO_µM 

en la ausencia (&) o presencia de los siguientes ligandos: betaina aldehído _0.2. mM ( • ), 

NADH 0.2 mM ( ... ). NAD• 0.2 mM (<>)y betaína aldehído 0_.2 mM + NADH.0.2 mM 

{O) .. bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Se siguió el curso temporal 

del proceso de inactivación. 
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Vll.S. REAC.-l"ll'ACIÚN /JE /.A /lAIJll INACTIVA/JA POR /JSF POR 

.-l<,'EN17;:\• REDUCTORES 

El tratamiento de la enzima inactivada por DSF .. tanto en ausencia como en presencia de Ja 

hctaína aldehído .. con DTT 5 ml\f resultó en una recuperación de la actividad que alcanzó 

aproxitnadamcnte el 60o/o de la actividad inicial después de 120 min de incubación con el 

reductor (Figs. 22 y :!3). La incubación con GSl-I 10 mf\1 no pudo reactivar apreciablemente 

a la enzima (Figs. 22 y 23 ). Se usó esta concentración porque se sabe que el GSH reducido 

en la rnayoria de las células eucarióticas se encuentra gcncraln1cntc en el intervalo de 2-1 O 

m~1 (I\1cistcr .. 1983). Este rnismo resultado se obtuvo con Jl-mercaptoetanol_ JO 1111\·1 (datos 

no mostrados) .. aunque la concentración de grupos tiol es la misma co'n 10 mM de estos 

monotiolcs que con 5 mZ\1 de DTT (un ditiol). Se tienen reportes de un comportamiento 

similar del GSI l en ensayos de reactivación de otras ALDl-1 inactivadas por DSF (Vallari y 

Pictruszko~ 1982). La razón para este fracaso no está aún clara pero puede deberse a que Ja 

capacidad de los nlonotiolcs para reducir puentes disulfuro es muy inferior a la de los 

ditiolcs. ya que éstos fornmn puentes disulfuro intran1olcculares muy estables que 

desplazan la reacción hacia la oxidación del ditiol. 

Lu reactivación que se alcanza depende del grado de inactivación del que se parte siendo 

mayor cuanto menos tiempo se deja inactivando a la enzima (Fig. 24). Este hallazgo indica 

que la enzima inactivada por DSF sufre gradualmente cambios estructurales irreversibles, 

lo que asi mismo explicaría por qué no se recupera la actividad enzimática en un 100%. 
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Figura 22. Reactivación de la DADH inactivada por DSF. La enzima (1.3 µM como 

din1cro) se incubó con DSF 50 µM como se indica en Materiales y Métodos. Para revertir el 

efecto del DSF .. después de 180 min de incubación con este reactivo,. a una parte de la 

mezcla de reacción se le agregó DTT S ml\1 y a otra GSH 10 mM. A los tiempos indicados 

se tomaron alícuotas para determinar la actividad residual de la BADH. 
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Figura 23. lnactivación de la BADH por DSF en presencia de DA y reactivación por 

DTT y GSll. La enzima ( 1.3 µM como dimero) se incubó con DSF SO µM como se indica 

en Materiales y Métodos. Para revertir el efecto del DSF. después de 180 min de 

incubación con este reactivo. a una pane de la mezcla de reacción se le agregó DTT 5 mM 

y a otra GSl-l,_10 mM. A los tiempos indicados se tomaron alícuotas para detenni~ar la 

actividad residual de la BADH. 
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Figura 24. H.eacth·aciin• de la IJADll inactivnda por l>SF dt'pendicntcs del J!rado de 

inacti\.·ación. El tiempo de incubación de la enzima im1ctivada por DSF con los agentes 

reductores ruc de 18 h. 

VIJ.6. CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURA/. /JE ENZl/1/,1 BA/Jll 

,\/OIJIFICAIJA. 

Para conocer los cambios que el DSF producía en la-estructura de la enzima BADH al 

inactivarla. se hicieron estudios de la enzima inactivada al 100% tras una incubación con 

DSF 50 µM y 200 µM durante .12 h. como se describe· en Materiales y Métodos. La 

estructura cuaternaria de la enzima se estudió Por medio de una cromatografia de exclusión 

molecular y ntediante electroforesis de gel nativa y desnaturalizante. La estructura terciaria 

se estudio por la técnica de fluorescencia intrínseca de la proteína. 
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VIJ.6.1 Efcclo del DSF en d t.•suulo de :tJ.!rt.ªJ!:tciiJn tic la en7.irna 

Crornatuj..!r:tfia (le e:\.clusiún rnoleculnr. Se evaluaron los posibles cambios en el estado de 

agregación de la cn<.!ima _modificada químicarnentc por el DSF mediante una cromatografia 

de exclusión molcCulllr. sC ·. comp¿ir3ron los perfiles de clución de la enzima previamente 

tratada con D~F 50 ~L!'-1 por 12 h ~ de una enzima control que no había sido tratada con 

dicho agente. Como se pl~Cdc observar en Ja Figura 25.. se encontró que no existen 

diferencias significativas entre los tiempos de clución de ambas muestras .. 29.757 min y 

29.804 nlin para la enzima sin modificar y la inactivada .. respectivamente. Ambos tiempos 

corn:spondcn a la estructura dimérica de la enzima nativa. Por tanto .. el DSF no altera el 

estado de oligon1crización de la enzhna .. es decir .. no produce la disociación del dímero ni 

forma agregados de mayor masa molecular. 

Electroforesis·_. n~~1tivn ;-_ cri gel de. poliu-crilftrnidn. Se decidió corroborar -el resultado 

obtenido mcdiantC '.Ja·"- técnica· de exclusión molecular usand~:-·1a- elcctrofbrcsis en gel -de 

poliacrilamida bajo condiciones no dcsnaturali7..antes. Com-o c'ontrol~s.. se usaron las 

BADHs activa5: (no tratadas con DSF) obtenidas tanto en pre_~~-~ci_~. '?~_mo ~-" ausencia del 

reductor y la BADH de riñón de cerdo._ que es un homotet_rámero ~~ya~ subunidades tienen 

una nmsa molecular n1uy semejante a las de la BADH de hoja de amaranto. 

Se observó que. aparentemente. las bandas de proteína en lá Figura 26 tenían una 

concentración de proteina diferente entre sí .. sin embargo .. se cargó el misn10 volumen a una 

concentración estándar (0.2 iLg/~1L) para todas las muestras. Esto pudo deberse a que el 

método de carga del equipo Phast System de Pharmacia no permite saber con exactitud el 

volumen de muestra aplicado pues IUnciona por capilaridad y con volúmenes de alrededor 
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l'IG. 25. Cromatografia de exclusión mol;;cular:.de I~ BADii; (A) Perfil de elución de la 

enzima (0.2 µg/µL) no tratada con DSF. cu) p~.-ri1 ~ .. el~ción de la enzima (0.07 ~·glµL) 
inactivada por OSF SO µM. Ah• 280 nm • absorbancia a 280 nm. 
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de J ¡.1L .. Así mismo .. se encontró quc .. :aJ pJ-1 de corrida del equipo con el que se realizó la 

electroforesis PAGE ·en condiciones nativaS 9 l,a BADH de_ hoja de amaranto es inestable y 

se disocia9• por lo Cu'al · nb pudimoS obtener: rcSultBdos confiables (Fig. 26). Sin embargo. 

cabe mencionar· ~-~e:-. 1) no ~:e '·encontraron b-~~das corresp¡,ndientes a formas con un estado 
' ·.·. . ' " ··''. •' 

de agregación su·~~-~~/ ~l _ .. dim~I-~; 2) l~:-~nzi~~ :·¡~~t8da ·con DSF se disOcia en igual o mayor 

grado qu~ Ja-· n~/--·i~aÍ~d~ ~y'_,3~~-'. s_e-_·encO-nt~a~on. ,_ difercn.Cias entre _las_ enzimas control y 
, , 

modificada por DSF .. pCró 8 ~iVel de monómcro. no de dímero. Se observaron ·dos b3ndas 

de protc~na· C0n ~~~ ma'sa mol~~ular· correspondiente a la subun~dad ... Lo~ n7su_Í-ta'.~~s'.\~dÍ~an 
que no se .fOJ'!llhn _puentes.disulfuro intersubunidad que produzéan.un ·d~~C~~) ~-~u.·ec~_zado 

covalcntemcnte o un agregado mayor (tetrámero) .. pero que P.c~"~d~~·::_f~~:~~se p~-~ntes 

disulfuro intra-su.bunidad produciendo monómcros con una movilidad electroforética 

alterada. Por. etl~.. se decidió hacer estudios de elcctrof'oresis en condiciones 

desnaturalizantcs para confirmar la formación de estos puentes disutfuro intra-subunidad. 

2 3 4 

Tetrámero • 
Dimern ......... 

~ 1-=··,, • ~---. 
' .. 

.. ' 

l\tonón1ero • -.· . . . , 

r ~~' •, • • 

Figura 26. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (Phast System) de Ja 

BADii tratada con DSF. Carril l. enzima 100% inactivada con DSF 200 µ~f. Carril 2. enzima 

pura activa en ausencia de reductor. Carril 3. enzima pura activa en presencia de reductor. Carril 4. 

BADH de riñón de cerdo activa. Las muestras se trataron como se indicó en !\.fateriales y Métcx:los y 

se aplicaron 0.2 µg de proteína en cada carril. 
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Antes de ello, se repitió la electroforesis nativa en geles dC poliacñlamida (PAGE. nativa) 

usando la técnica descrita por Laemli ( 1970) adaptada para condiciones nat~".'as, es d_ecir .. 'en 

ausencia de SOS, ya que el pl-I de corrida es en este caso inferi~r,· PH s.'J .. · y la enzima es 
'• ... -. ;. '-,_. - ~- ' . •" 

estable a este valor de pl-I. Se encontró que bajo estas condicione~_ la_~ e"2:~!"ª n~. se disocia. 
.. ·. ' ' 

Se corroboró que la enzima no se afecta por DSF, al menos· en JO_·. cÍüe .. rcs·p~ct~~ ~J es~i:tdo: de 
~ -·: .. -.: :· -- -·. ·. ' 

oligomerización .. pues la movilidad clcctroforética de la enzima ~.odi_ficada y· sin mÓdificar 

fue la misma (Fig. 27). 

Din1ero llOkDa 

Figura 27. Electroforesis ·-·en gel de 
,_>:-·>·-. ·::/::- ' -.> 

poliacrilan1ida en c0ndiciones nativas de la 

BADii tratada co~ D~F. (;~rril l. enzima 

pura activa en prcse~~~-~: __ ~:~:r~d-J6to~;.-,~~n;1 2, 

enzima 100% inacti~Bda ,-·~on-:osF·.so.· µM. 

Las muestras se tratarán ~· c-~-~~ se des~ribió 

en Materiales y Mét~)d~~y·-~ .:-C~ncentración 

de enzima fue de 0.2 µg/µL y se aplicaron 2 

µg de proteína a cada carril. 

E/ec:trofaresi.~ Je.~nulura/i:;anle en ge/e.\· Je pt1liacrilamiJa.. En la Figura 28 se observa que 

la enzima tratada con DSF y la 100% inactivada presentan dos bandas en SDS-PAGE: una 

que corresponde a una masa molecular aparente de 63 kDa y otra adicional.. muy débil 

correspondiente a una masa molecular aparente de SS kDa. En este experimento., el 
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amortiguador de carga contenía f3-mercaptoetanol, y dado que eslc agente no es capaz de 

reactivar la cnzin1a una vez inactivada. no se tuvo la precaución de eliminarlo de la 

~:---;=~ 

97 kDa 
">l~~· 

76 kDa 

66 kDa 

·- 5SkDa 

Fi~uru 28. Electroíoresip¡ SDS-PAGE de la enzinut DADH modilicadn por DSF. Carril 

1. enzima (0.2 ¡1g/¡LL) pura mantenida con J3-mercaptoetanol. Carril 2, enzima (0.1 µg/µL) 

inactivada al 100% por DSF 200 ¡11\1. Carril 3. enzima (O. 1 µg/µL) pura mantenida activa 

en ausencia de J3-mercaptoetanol. Para la electroforesis las muestras se trataron como se 

describe en Materiales y Métodos. A la izquierda se indica la posición de los marcadores de 

peso n1olccular. 

solución amortiguadora empleada. Sin embargo,. el reductor pudo actuar .sobre ta enzima 

modificada independientemente del_ ~echo de que no ~ese capaz. de· hacér que la enzima 

recuperara su activid-~d.: P?/:·~~ --~~~to:~<~".~·.h_i~~~~~~-~:¡.~·~.~~~--e~-~~~-~entos en· los cuales el 
amortiguador de C3:rga .':'º -~~~-t~~ia -~.:.~-ri~_r~ªP!~e~~~o_I .. ·~~i&.:-_~9)_~-. :' · 

,- . - --- . -... , - ~-' :-: :'--." ,. 
de mayor intensidad, correspondi,ent~ a_ la· enzima red:ucida,. de alrededor de 63 kDa y otras 

dos de aparente menor masa molecular (55 y 50 kDa) que púdiesen ser resultado de la 
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Figura 29. Erecto sobre la n1ovilidad elcctroíorética de la BADii modincada por DSF. 

Carriles 1, 2, 3 y 4, la enzima (0.1 µg/µL) pura se inactivó .100% por DSF.200 µM por 12 

h. y posteriormente se. incubó· durante· · 4 h con los reductores GSH 1 O mM, J.l-

mcrcaptoetanol 10 mM o orr 5 mM según se indica. Carril 5, enzima (0.2 µg/~1L) pura no 

tratada con DSF. A la derecha se.indica la posición de los marcadores de peso molecular. 
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formación de puentes disultl1ru intrmnolccularcs~ debido a que las muestnts se 

dcsnalurnlizaron por calor en ausencia _del reductor y a que la enzima de acuerdo a su 

secuencia mninoacidica tiene un alto número de residuos de cistcina ( 16 por subunidad) El 

hallazgo más notable en el caso de la enzima inactivada por DSF (Fig: 29 .. Carril 4) es que 

yu no presenta la banda de 6J kOa correspondiente a la enzima reducida y la banda de 

mayor intensidad que ~e observa corresponde n la enzima oxidada de 55 kDa. TamhiCn se 

observan otras dos bandas 1cnucs de rncnor masa 1110Jccular (50 y 43 kDa) .. las Clrnlcs. al 

igual que en la cnzin1a controt se cree que son productos de oxidación formados a 

consecuencia del tnuan1icnto de la n1ucstra pnra Ja clcctrolbresis. En los ca: 1 ilcs previos se 

tienen muestras de cnzinm que fueron inactivadas totalmente y después trat:lJ;.1s con agentes 

reductores: GSH .. íl-mercaptoetanol y DTT. Sus patrones clcctroforCticos son muy sintilares 

a la enzima control.. lo que sugiere que la incubación con los compuestos reductores 

convierte a la enzima inactivnda a su tbrma reducida aunque no necesariaml.!nte activa (se 

realizaron mediciones de actividad que no se muestran). siendo maycr este efecto al 

empicar 01-r y apenas perceptible al usar GSH. 

Finahncnte. con la finalidad de bloquear los residuos de cisteina libres de la cnzinta. y 

evitar así la tbnnación de puentes disulfuro durante la preparación de la muestra para la 

elcctrolbrcsis. se decidió utilizar N-ctilmalcimida en la solución amortiguadora de carga. 

La NEi\1 es un rcncth:o específico de grupos tioles .. que reacciona con Cstos en - tbrnm 

irreversible. Satisfoctorimncntc.. se obsc1'·ó que con este tratarnicnto las tbrmas de la 

cnzinm que se aprecian son la de 63 kDa en el caso de la enzima no tratada y.,. en las 

ntucstras tratadas e inactivadas con DSF .. una única banda de 55 kDa a una conccntr3.cióil 

de DSF de 200 ~1M y. en el caso de SO µM, además de esta banda se observa una banda de 



63 kDa correspondiente a un n1onómcro que no posee ningún disulfüro. Entonces. al 

parecer. la proporción de la ~~rma de -la enzima ,con un· p~cntc di~ulfuro intrasubunidad 

depende ·de la conccntración._dc r:;>SF que sC emplee y del tiempo de incubación con el 

agente modificador,. aunque _es independiente de la pérdida total de actividad. A una 

concentración de '200_ µM. la enzima está totalmente en la tbrma aparente de 55 kDa (FIG: 

30). 

63 kDa 
55 kl>a 

Figura 30. Efecto sobre la movilidad clcctroforética de la BADii modificada por DSF. Carriles 

1 y 4. enzima (0.1 µg/µL) tratada con DSF 200 ~L:".f. CarTil 2. enzima pura (0.2 ~tg/µL). Cnrril 3~ 

enzima (O. 1 µg/µL) inactivada por DSF 50 µI\1. Las muestras se trataron como se describe en 

I\fatcrialcs y l\fétodos. · 

Erecto del ~~F e,n )a 'nuorcscencia intrínseca de la HADll de hoja de amaranto 

La modi_ficación de la es~ructura terciaria de la BADl-1 se evaluó por medio de ensayos de 

fluorescencia intrínseca de la proteína.. específicamente la debida a residuos de triptofano. 
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En la Figura 3 J se presentan los espectros d~ fluorescencia de la BADH obtenidos antes y 

después de un tratamiento con _DSF 50. J.lM, por 1_2 h. Se aprecia c_Iaramcnte que en Ja 

enzima modificada· por DSF hay un ap8S,ainicnio tótal .de .13. fluorescencia con ·respecto al 
~ . , '. ; . . . ,. -. 

control, así como un corrirÍli_entO ·de~ pico de fnñ.xima emisión h3cia valores ~e longitud de 
. . 

,. ' - ' ' •• ·.- .- ' < •• 

onda inferiores. Estos .resulta~o~'::-sugieren que en la" .. rcgión :del sitio.--a~tivo o e~ .. sus 

proxin1idadcs se encuentra~ \1n(os) · residÚO(~) . d~'. iriPiofano c~yo "affibicnt'C se ·modifica 

después del tratamiento 'de lñ cnzirÍla con DSF. 

1 3 ...... , 

-3.00 -3.oo.~~...,..~~~~"'°"~...,....~-...,~~~~~~..,.~...,~--+I 

300.0 ~ºº·ª ~00.Q 

A de en1isión (nm) 

Fi~nra 31. Espectro de_ Ouoresccncia intrinscca de la BADii. Bajo las condiciones 

descritas en Materi~.lcs y_M~~odo_:>~.·la ~nzima se excitó a 296 nm ~se registró su emisi_ón a 

340 nm, antes (1) (0.2 µglµL) y después (11) (0.07 µglµL) de un tratamiento con DSF 50 

J.lM. U.A.: unidades arbitrarias de intensidad de fluoresecencia. 
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VIII. DISCUSIÓI" 

El DSF es un conocido inhibidor de las aldehído dcshidrogcnasns ampliamente usado en el 

1ra1amicnto de alcoholisn10. Debido a la importancia que tiene elucidar tanto su mecanismo 

de acción como su metabolismo en el humano. y de esta tbrnm poder establecer si t!Slc 

tñ.rmaco es recomendable como parte de una terapia contra el alcoholismo. este compuesto 

ha sido objeto de muchos estudios. Tunmndo en cuenta que el DSF posee la carac1cristica 

de ser un reactivo cspccítico de grupos tiolcs .. nosotros lo hcn1os utilizado con un objetivo 

muy diferente: como una herramienta para la caracterización del sitio activo de la enzima 

BADH de amaranto para su comparación .. en cuanto a rcactividnd y accesibilidad de la Cys 

esencial .. con los sitios activos de las B.r-\DHs de origen bacteriano (/'. t1i:r11>:i11osa) y aninml 

(de riñón de cerdo). Por ello. una de las principales aponacioncs de este trabajo es proponer 

que el DSF .. al .igual que otros reactivos muy usados como la iodoacetan1ida o la N .. N .. -

ctilnmleimida. es útil en el. ·estudio ~e los residuos de cistcína en las proteínas en general. 

aunque éstas no estén involucradas en el metabolismo del etanol .. como es el caso de la 

BADH de amaranto. 

V/1/.1. JNACTIVACJÓN l>H /.A JMJ>ll l'OR /JSF 

En el presente estudio se encontró c1uc la enzima BADH: de amaranto es inactivadn 

ctCctivmncntc por el disultiran1. Cuando el DSF se adicionaba en ausencia o presencia de 

lig.andos.. se produjo una inactivnción irreveÍ~ible dependiente del tiempo y ·de la 
' ·--. :., 

concentración .. que seguía una cinética de pse_u.do-primcr orden. De este resultado .. lo que 

intriga. y que no se había reponado anteñormcntc Con ninguna de las enzimas que se 

inactivan por DSF. es que la cinética de inactivación presenta dos fases claramente 



ditCTcntes: Ja A.· ...... de la fose rápidn es ulredcdor de 20 veces rnayor que la correspondiente a 

la tñsc lema. Sur.onicndo _que la inactivnción ocurre por moditico1ción de la cisteina 

catnlitica. la cinCtica bifftsica puede deberse a: 

1) Cooper111i1•it/t1tl 11e¡.:t1ti••t1 e111re lo.•• ... ·itit1.\" t1ctiiw.t0. De ser este el caso. dado que la 

enzima es dimCrica. la amplitud de lns fhscs debería ser de 50~ó - 50~-f .. 110 25 y 75o/o 

como se lm encontrado. Esto es porque se rcqucriria la 111oditicacion de la cistcina 

esencial de un sitio activo para que se HICctasc la 1nodilicación de h1 cistcina 

esencial del otro si1io activo 

:!) Protecciti11pt1rc:it1/1/e /11 ci ... ·1ei11t1 <-"t1t11/i1ic.·t1t1!11u11ltfit.:un.-e pt1r /J.'il ••tru ,.;_ .. ·teí1111 

1111 e.1te11c:i11/. La B1\DI f de hoja de amaranto posee 16 residuos de cis1cina. de los 

cuales sólo uno es el conservado en las BADI Is. y ALDJ-ls en gcnern!_ ~·es esencial 

para Ja actividad de la enzima. El modelo tridimensional de la BADH (Fig.32) que 

se obtuvo recientemente en nucslro laboratorio a partir de la· secuencia de dicha 

protcina (Lcgaria ,•1 al ... 1998) 111ucstra que solmncntc el residuo catafüico (Cys 294) 

y uno próximo a éste (Cys 453) (Fig. 35) están expuestos al medio .. de acuerdo a un 

ensayo de simulación de e1c:c:e ... ·ihi/1tlad de cisteinas ntediante el programa de 

cómputo Swiss- J>db vicwcr v. 3.6b3. Por lo que en principio no se puede descartar 

la posibilidad de que la modificación por DSF de la Cys 453 afecte a la velocidad de 

inactivación de la C'ys 294 Sin embargo, los resultados obtenidos en presencia de 

los ligandos. que se discuten 111as adelante. sugieren que la cinética de inactivación 

bilñsica no se debe a esta razón .. ya que seria dificil explicar cómo los Jigandos 

increrncntan la velocidad de inactivaeión de la fase rápida sin afectar su an1plitud. 

Para que esto ocurriese habría que suponer que se incrementan la reactividad y/o 

------- ·~ 



accesibilidad de los dos residuos de cistcina,. lu cscnciul y la nu cscnciat por un 

rnismo 11.tctor. Jo ·que es dificil de admitir~ 

3) lixi.-.1c11c:it1 1/e . sitiú..,. · uctiro.': ltelero;.:é11eo.•• 11or t!xi .... tir 1/0.•• pnb/11cio11e.-. tle 

llo1111~1/í111ero .... · o he1ero1/í111ero.-.. c11y11.-. ci.wei1111.'\· e.'!fe11cit1/c.... te11;.:u11 Jlfere11te 

re11ctii•it/111/,. de acuerdo al siguiente moddo:. 

E E* 

,lfmlificud1i11 ll1i11hlu.J, .J, ,\/mlificud1i11 l.1•111u 

E- DSF E*- DSF 

Esta posibilidad es la 01ás consistente con nuestros resultados. La proporción de 

mnbas lbrnms estaria dada por la mnplitud de las fases. por lo que bajo nuestras 

condiciones cxpcri111cntalcs,. la lbrma rnas reactiva seria,. aproximadamente, 25% y 

la n1enos reactiva 75% del total de la proteína OADH. Puesto que la enzima aparece 

altamente homogénea en clcctrofbrcsis SDS - PAGE .. y dado que no hay todavía 

evidencias de que existan isoenzimas. estas dos tbnnas enzimáticas pueden ser 

diferentes confóm1eros de la B1\DH. Cabe recalcar que la misma cinética bifüsica 

de inactivación se ha obtenido en nuestro laboratorio con otros reactivos específicos 

de grupos tiolcs. tal es el caso de la iodoacetamida (l\1újica-Jin1énez y Muñoz­

Clares. resultados sin publicar). Las dos hipotCticas fonnas de ta enzima podrían 

estar presentes in \•i\"O., o ser el resultado de una modificación desconocida y casual 

durante el proccdimicrito de extracción y purificación. 

El valor estimado de la constante de velocidad de inactivación de segundo orden a pH 8.8 

para la fase rápida de inactivación. es de 1..53 x 10-' i\1" 1 s ·1
• que es alrededor de dos veces 

H7 



superior a la obtenida usando Ja enzima ALDH2 .. que es el blanco del DSF en Ja terapia 

contra el alcoholismo. y a las rcponadas para Otras ALDHs (Myhrc t!I <1! ... 2001 ). Esta alta 

sensibilidad al DSF de la BADH de hoja de 8~aranto es interesante porque contrasta con el 

repone de que Ja BADl-I de hígado humano es resistente a la modificación por este 

compuesto. Esta alta sensibilidad al DSF permite suponer que la enzima también será 

sensible a los herbicidas análogos a este compuesto. 

FiJ.,!ura 32. l\1odelo r:ridin1cnsional del 1nonórucro de la enzinut BADii de an1aranro a 

panir de la secuencia de aminoácidos y de las coordenadas cristalográficas de la lmica 

llADH que se conoce su estructura,. la BADH de h!,,g¡.ido de bacalao .. con la que posee una 

identidad del 39.4 %. 

1111 TESIS COtl 
FALLA DE ORIGEN 



En la Figura 33 se muestran las estructuras y din1cnsiones aproximadas de moléculas .. 

incluyendo al DSF .. que se han - reportado que son particularmente buenas en unirse a o 

reaccionar- con el sitio activo de la aldehído dcshidrogcnasa citosólica de hígado de oveja,. 

la cual ocupa también NAO+ como coenzima. Se trata de compuestos de naturaleza 

hidrofóbica y esencialmente planares y aunque el DSF no es estrictamente Jllanar,. puede 

adoptar tal confonnación. Por lo tanto, se sugiere que cuando la estructura tridimensional 

de la llADl-I de amaranto sea elucidada .. se revelará un surco hidrofóbico de unión bastante 

largo al cual el DSF se puede ajustar e interaccionar fuertemente. 

Rcsorufin ncclnto: 

e> ~N Y.-,,,,,, 
(·11,-(1~-()~()~() 

11.11 ,, 

Disulfirnm: 

Cll.,Cllz,~-c .... s s Cll ... CH 
c11_,c11.( "'s .. :c-N: ~ ~ 

s- cu,cn, 
----- - 1.2 ,., _____ .,. 

2-bromo-4•-iodoncclanilida: 

1-©--:-.;11·g-c11,-ur 

9.:0 ..\. 

Figura 33. Comparación de las estructuras y dimensiones de ciertas moléculas que 

tienen alta afinidad para la ALDll citosólica de hígado de oveja (Kitson y Kitson. 

1996). 
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VIII. 2. EFECTO J>E /.OS l.ffiA,VJ><JS EN /.A /N,ICTIVACIÚN /JH /.A ll.-1/Jll 

P<Jll l>SF 

Todos los ligandos incrementan la velocidad de inactivación de la primera fose de la 

inactivación por DSF. Estos hallazgos contrastan con el reporte de que la ALDH clase 3 de 

hígado de rata sufre inactivación por DSF sólo en ausencia de NAD. (Koivusalo y 

Rautomn .. 1987). Protección parcial por este ligando se observa tarnbién en la inhibición por 

DSF de la cnzinm ALDH mitocondrial de baja Km de higado de rata (i\tarchncr y Tottrnar .. 

1983). 

Con respecto a la bctaina aldehído .. su cfcc10 sobre la velocidad de inactivación intriga por 

dos razones: primero,. porque indica que el sustrato se une a In enzima en ausencia de la 

cocnzima a las concentraciones relativamente bajas de sustrato usadas en estos 

cxpcrirncntos (0.2 n1i\1). aunque se sabe que el mecanismo cinCtico de la Bt\DH de 

amaranto es ordenado a bajas concentraciones de sustrato. uniCnd~se la cocnzima en prin1cr 

lugar (Valcnzuela-Soto y l\'luñoz-Clares. 1993). Por lo tanto. es probable que. bajo nuestras 

condiciones experimentales.. la bctaina aldehído se una a la cn:Zima libre en forma no 

productiva. por lo que no cstaria interactuando con la cistcína _ ~sencial para formar el 

tiohcn1iacctal intcnncdiario de reacción. Segundo .. aun si éste fuese ·el caso, la unión de la 

bctaina aldehído al subsitio del sustrato debería proteger estéricamentc a la cistcina 

catalítica de la modificación y. entonces. disminuir la velocidad de inactivación. Sin 

en1bargo, existe la posibilidad de que. en ausencia de la coenzima NAO-_ la betaina 

aldehído se una no producrivarncnte al subsilio de la cocnzima y pueda así permitir la 

modificación química de uno o an1bos residuos de cistcina del sitio activo. Cuando tanto la 

bctaina aldehído como el NADH están presentes en el medio de incubación, la constante de 



velocidad de la primera fhsc sc incrementa con respecto a la encontrada para la cnzirna libre 

pero es mucho menor que en los compl~ios binarios de Ja enzima con NADH o bctainn 

aldehído. Este resultado sugiere que si la cocnzinut está presente .. la betaina aldehído se une 

al subsitio del aldehído ... otorgando así alguna protección contra la inactivación. Cabe 

mencionar que posiblemente no se observaron los efectos máximos de protección del 

sustrato debido a las concentraciones de aldehído usadas en estos experimentos. 

Las amplitudes de las fases rápida y lentn no se 111odilicaron significativamente en las 

cinCticas de inactivación en prescnciu de los ligundos probados. Este hallazgo apoya la 

hipótesis de que~ bajo nuestras condiciones cxpcrin1cn1ates de in.activación, la BADl-1 de 

amaranto existe como dos formas murcadmncntc diferentes en cuanto a la re.actividad o 

accesibilidad de sus cistcina( s) susceptible(s) a la nlodilicación por DSF. como ya se 

discutió. Si las cinCticas bifásicas se deben realmente a la presencia de dos lbrn1as de In 

enzima .. se puede concluir de estos resultados que la unión de los ligandos a la forma más 

rcnctivn incrementa n1ás su reactividad~ n1icntras que su unión a la forn1a menos reactiva 

apenas si la afecta. 

VIII. 3. CAftl/J/OS ESTRUCTUR;l/.ES /JE / . .A llAIJ// ,\/O/JIFJCAIJA POR 

/JSF Jº POS//Jl.E ,HECAN/Sft/0 /JE /N;IC.TIVACUjN 

La conclusión de que la cnzin1a sufre cambios estructurales irnportantcs al n1odificarsc por 

DSF está apoyada por el hecho de que la fluorescencia intrínseca de la enzima se altera 

profundamente después de una incubación con DSF, lo cual está hablando de un cambio en 

la estructura terciaria de la proteína. El apagamiento de la fluorescencia observado en la 

enzima tratada podría ser resultado de una transferencia de carga entre el o los residuo(s) de 

.,, 



Trp y el propio DSF. que al unirse al sitio activo cstaria ademüs .. haciendo el ambiente de 

éste más hidrofóbico .. lo que explicaría el corñ1nicnto de la longitud de onda mñx:ima de 

c1nisión. Es imponanlc que nuestro modelo muestra cuatro residuos de Trp muy cercanos a 

la Cys 294. panicularmcntc el residuo Trp 459 que a su vez cstü próximo a la Cys 453 (Fig. 

~4). 

(e) Tri' -159 y Trp l<>I. 

Figura 3-i. H.csiduos de lri¡lloíanos loc:tlh~udos en t.•I sitio acth·o .ir,;egian el 111odelo 

tridi111cnsional de la BADii de hoja de ;unaranto. Se 1nucstran los residuos (a) Trp 170 .. 

(b) Trp 446 y (e) Trp 459 y Trp 161. Las distancias indicadas en las figuras entre los 

residuos de Trp y la Cys catalítica están dadas en A. 
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¡.~¡~ura 35. Residuos de 

cisleina en el sitio 

activo se~i1n el 1nodelo 

tridimensional de la 

BADii de hoja de 

amaranlo. Se muestran 

el residuo catalítico Cys 

294 y el residuo de 

cisteína más próximo. 

Cys 453. La distancia 

entre ambos residuos es 

f'i,.. 7 RR l. 

La estructura nativa de la BADH de hoja de amaranto es un homodimero (Valcnzuela-Soto 

y Muñoz-Clarcs .. 1994). La agregación a tetrámeros o la disociación a monómeros. produce 

inactivación de la enzima. En la secuencia aminoacidica de la enzima (~ig. 8) existen _16 

residuos de cistcina por subunidad (Lcgaria el al ... 1998). Existía por tanto. Ja· pos~bilidad.de 

que el DSF inactivase a la enzima por provocar cambios en su es~ad~--·d-~··:áS~~-Í~~ÍÓ'a al 

modificarse químicamente a algun(os) residuo(s) de cisi'Ci~·~"~~L~S-~~~"ii-1t~d~·S ~btCnidos en la 

cromatografia de exclusión molecular y en las electr~Íor~~¡~~·-~~~ii~~-~~=~~~~~ q~;--:.éSte no 

es el caso y fuertemente sugieren que la inactivación ~-~:· Je~~-·:.~.-~·.~:-~~~-~U~.~~i_Ó~·-~~~~ica~:de 
la cisteina catalítica altamente reactiva. Debe de tomar~--e~. c~e~~~ q~(;· ~f g~-p~·; tÍol,~de este 

residuo de cisteina posee un pKa anormalmente b~jo,.~:~~;~~-~doi_~~ .. :~:(~·~jica-J~-~Tlén~~:.:~. y -
,,. ·;: ' ::·,. "" ' .' _,· -' 

Muñoz-Clares,. R.A.,. resultados sin publicar), 1~·· Q~e ~ pe~ite · (¡u~·- ~~iSta ··p¡i~~ipal~-ente 
como tiolato al pH al que se realizaron estos cxpeñmentos y,. por tanto,. pueda reaccionar 

rápidamente con el agente modificante. Por el contrario,. el grupo tiol del resto de los 

93 



residuos de cistcinas debe poseer valores de pA:u lipicos. ah-c<lcdor de 8.8. lo que los hace 

poco o nada reactivos a los valores de pH fisiológico. Quiz..-'ls la excepción sea la Cys ..is:;. 

que también está en las imnediac~oncs del sitio activo y,. según nuestro modelo de la 

estructura tridilncnsional de Ja enzima. lo suficientemente próxima y con la orientación 

corrcctn para tbrmar un disulfuro con el residuo catalítico. Cys 294 (Fig. 35). Los cambios 

en la 1novilidad elcctroforética de los monómeros. observados tanto en la electroforesis 

na1iva H pl-1 8.8 como en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras. podrían por tanto 

deberse a la tbnnación de este disulfuro. 

Ambos residuos se encuentran separados a 200 residuos de aminoácidos en la secuencia de 

In protcina. lo que explica que al formarse un puente disulfuro entre ellos la n1ovitidad 

clcctroforCtica del monómero de la enzima aumente.,. tal como se observó. pues las 

subunidades se compactan y migran más -rápidamente~ Nuestros resultados. por tanto .. 

sugieren que la n1oditicación química por DSF de la BADH de hoja de amaranto ocurre en 

dos pasos. de acuerdo al esquema ~e la Figura 36. 

El paso t conlleva la inactivación de la enzin1a y es muy rápido. El paso 2 debe ser 1nás 

lento. porque la distancia entre los dos residuos de cisteina si bien permite la fornmción del 

disulfuro no es la óptin1a .. y además porque la proporción del grupo tiol del residuo Cys 453 

que existe como tiolato al pf-1 del cspcñmcnto. no debe ser tan alta con10 la del tiol del 

residuo catalítico. Sin embargo. este segundo paso no es posible observarlo en los 

experiinentos cinéticos realizados en este trabajo porque la enzima se inactiva en el 

pri1ncro. Es probable que Ja fonnación de este disulfuro conlleve cambios irreversibles en 

la estructura de la enzi.ma, aun cuando puede reducirse por la acción de agentes reductores, 

sobre todo por el on·. Esto es consistente con el hallazgo de que el grado de reactivación 

------- --- -.......... 
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de la cnzinrn depende del tiempo transcurrido de.spués de la inactivaciún y con el hallazgo 

de que el puente disulli1n.."> observado en la clcctrolOresis se elimina por reducción co~ DTT 

o fl-111ercaptoetanol. pero no se recupera la actividad cnzinu:itica. 

Con base en los hallazgos experimentales. el rnccnnismo propuesto de inactivación de la 

BADI 1 por DSF se muestra en la Figura 36. Este mecanismo se asemeja al descrito por 

:\1yhrc l.!/ al. (2001 ). que ocurre en la .-\LD1-12. en el que se promueve la tbrmación de un 

puente disullUro intramolecular en la protcirm. entre el residuo de cistcina esencial y uno 

próximo. Sin embargo. se requieren de experimentos adicionales para elucidar dicho 

mecanismo ... tales conto una nrntagéncsis sitio-dirigida o la cspectromctria de masas que nos 

diría si se tbrma un disulti.tro mixto o el disulfi1ro in1rasubunidad. 

La inactivación de la enzima por la tbrnmción de un disulfuro intrasubunidad. desde el 

punto de vista fisiológico. :.-cría un intportantc punto de regulación ya que de esta tbrma la 

BADH podria recuperar su tUnción catalítica una vez que ha sido inactivada. 

···---·--------·---- ........ 



IX. CONCLUSIONES 

1. La actividad de la c1uima 13ADI 1 de hoja de amaranto es sensible al disulliram. 

2. La cinCtica bifflsica de inactivación por disultirmn sugiere que existen dos tbrmas 

de la enzima o dos ditCrcnlcs sitios activos con muy dit'Crcntc rcactividad del 

residuo de cistcina esencial 

3. Los ligandos del sitio activo no proacgcn frente a la inactivación por disullirmn .. por 

el contrario aumcnum la vclockfad de este proceso. indicando que su unión provoca 

un cambio conformacional en la enzima que lleva a una tbrrna que posee un residuo 

de cistcína catalítico n1ás reactivo. 

··L El residuo de cistcina catalitica parece poder formar un puente disultUro con un 

residuo de cistcina vecino:. sin embargo .. para poder concluir definitivamente a este 

respecto se requiere hacer n1utagCncsis sitio-dirigida de mnbos residuos. 

·S. La posible existencia de dos formas de Ja enzinm. c1 can1bio en Ja reactividad de Ja 

chacina catalítica provocado por los 1igandos y la capacidad de este :-esiduo de 

formar un puente di.sullUro~ podrían ser panc de la estrategia de Ja enzima para 

evitar Ja inactivación por oxidación en un ambiente de cstrCs osn1ótico sin 

compron1eter su eficiencia cata1itica. 

Co1110 conclusión general se puede decir que los hallazgos experimentales que se 

aportan en este trabajo pen11itieron llegar a un mejor entendimiento acerca de la 

1nodulación de la rcactividad de la cisteina catalítica y .su regulación en esta i.mportantc 

enzima. Además sentaron las bases para estudios futuros con herbicidas análogos al 

disultirmn. 

·--------·----------- ------------~-------- ----- ......._ 



X. PEl~SPECTIVAS 

l. Es importante investigar más a fondo la posible existencia de las dos lbnnas de la 

Bl\DH Y~ en su caso. determinar su origen. Se 1cndrit que comprobar por 

isoclcctrocntbquc si existen dos lbrnms qlic dilicrcn en su pl 9 y/o por cspcctromctria 

de masas si las diferencias son en tamaño. 

""' Es necesario corroborar el mecanismo de irmcti\'acicln por DSF propuesto. rncdiantc 

1Ccnicas especializadas como la cspcctromctria de masas y la 111utagéncsis sitio­

dirigida. Para el último punto. se requiere lograr la expresión de la cnzin1a BADH 

de amaranto en organismos tales como bacterias o levaduras. 

3. Con10 se ha mencionado. existen herbicidas tiocarbamatos de gran _uso cuya 

cstn1ctura química es altamente parecida a Ju del disulfiram~ por lo que se tiene 

interés en caracterizar el efecto de estos agentes sobre Ja BADH de hoja de 

mnarnnto. 

,,,. 
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Bc1ai11c ~1l<lchydi: dchydrnJ:!cna-.c IBAl::>JI) ;ic1i..-it!i- 111iµh1 h.:: cruo.:1;d fnr thc J.!hl\\lh "' lhc h11111a11 p.1thog.cn 
/'11•11d11111unu~ cu•1·11.i:11111,-u undcr co1uh11on-. of infct:ti••n <1nd lhcrcfnrc appo..·.1r-. I•• i....- .1 .. u11.1hJ...· t.1q?...-t fnr <111!11nicrohial 
.tJ.!cnt.... ,\-. '' llr!»I !>.lcp 111 llu.· .. c.1r..:h for H1\IJI 1 1nhihi1or-.. \\C h;l\c i.: .. tcd thc dft.•ci.. of lhc J...nown ;1Jdd1..-dc 
di:hvdru~L'll;&-..o..• 1nl11h1lur d1\ullira111 (llSFJ un lhc ;1cl1\ll)' 1•1" /' o.-r11~"'"'" ;11111 .·l111i11·,u11lt11\ lt1"/'"'""11dnc1~·11\ 
(.1111.1r.1111h) lcaf 111\lll I-.. 11SF lotally i11act1v,t1cd IHlth c1uy1nc~ 111 ;1 11111':· .111d dn .. c-tlc¡x·11dc111 111;11111cr In thc c•hc 
••f 1hc /'"'""""""'''' cn,..,.1111.:. ui;u.:11val1on J...1ncl1cs \vcrc 111n1H•ph:1-.1c \\llh .1 ..... :c1>1ul-••nl...·1 111.1ct1\.1tuu1 r:11c c1111-.1.1nt ;11 

pll (1 'J of .l.') ._0-l Z\I 1 .., 1
• \\hcrc:1~ lhc plant c11J'y1nc ''"'" 111.11.:11-...110..tl 111 .1 b1ph:1 .. 11.: Jlfl>CLº"' \\llh .. .__·,,;und·<lrdcr 

111.1ct11..1!1<•n ralc t:••n-.1.1111-. .11pi1 7.5 nf <1.X -±_0.h ;111d IJ .l;\ +O 0-l '.\.I 1 ,. 1 ,\1 pi I :-; S. thc -.i.:-co11d-01tlcr r.1tlº .__·011o;ta111-. 
1 .. r 111.ic111.at1on of thc h~1t:1o:n.il \."11/)lllC "''"" 1 ·< 111' '.\.I 
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.. 
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• , .. 111ch ..:01np;11c \\cll \\llh th.11 rL·ptillL'd lor hmnan h..-cr 

lllllt•Lht1ndr1:il a!ddl~<lc tlchydr••)!c11;a!>C (/\LJ:lll.'.!J. thc tar¡!cl uf ()SJ· 111h1b1tl••ll 111 l(1c .l\o..·1-.n>n tho..·r.1py t•I .alc<,hol1-...11. 
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,._., ... , -.1l11l11y ni" 1)SF111od1fio..·.111011 hy ¡.!l111a1h1011c. 111al..c-. t111 .. 1nhih11or :i P••lo..·1111.11 .111111111\..·1 .. 1>1.ll .1¡!c111 ;ind -.ul,!i;o..·-.i-. thal 
11 11n··llt ''l' ""'th 1c-.1111i.: th cffo..·0..1 .. and lh•hc 11f1h 111c1aholitc-. 111 vivo. und,•1 ._·ult1111.: ._·nnd1t1<•11' 111 ,.__l11L11 1hc.1..._tl\11y nf 
lt \1 >11 1-. 1cqu1rL-.t h•r ¡.!í•H'--lh ,,1 thc h.1c1c:r1a 

::'1111:; l·h.o..·\l\..'I Sl"ll'lh.:c lrcl.111d l.td ,\JI 11¡.!hl!» rc-.cr-..cd. 

A,, .. ,.,,¡, fl..:1.1111c .dddl\dc 1kh\"d1 .. ~._.,1.1-.c:. /'u·1ul"""'"''' •1<·111i:111""'· '''""'""''''" 1,.,,.,,¡,..,,,¡,,,,.,,. L. l>1 .. 11lti1,11n. c...·1.-.t~ini: 
111'•d1f1,.1l1<H1. <"•nl111111.111un.il d1.111¡:i: ... 

• ( -.. , H'"l'"ll~hlll! ;1111hu1 l\.·I +- 5::-55·5l>:?:?·S::?:7<·~ ra .. : + S2-S5·56:?2-S.\2<J 
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l. lntroduc1inn 

P.,·,·udo11101t1u 11er11.1ú1to.,·u is a11 opponuni:-.tic 
human pathogen that c;1n µrow un g.lycine hctainc 
or µlycine hetainc prccurstll"s. such ots phosphati· 
dylchllline. acctylcholi11e. plH1:-.plh1ryld1olin1: and 
cholinc. as the soll.! suurcc ofca1hon :ind nitn.l!!Cll. 
Thc:-.e c.:0111pnunds are vcry ah1111dant in 1he infce­
tion ~itcs ufthis hactcriu11111 :l) 0111d tl1cir prcscncc 
induce!'. thc :-.vntlu.::-.is of tlu.: e11.1:v111e hetame 
.aldchydc c..k•hytÍn1gc1w..;c 1B1\Dll. r:L· l.::!.l.X) !·I). 
BADl I C<ttaly..-cs thc i1·n:vcr:-.1hlc t1:"1i.idatio11 11r 
hctainc altlchyde to !!lyeinc hcta11u: wllh thc 
cnncotnitant rcduction or N1\IJ( P} • to 
NADI P)l 1. <ilyci11e hctaini: 1s a q11;11crna1 y am· 
111011111111 co1np1...1und that pla;.:-. ;111 11uponant Hllc 
a~ n ... 1nopnllcctant 111 tl1e 11.!..,pl111:-.c llf a wuh: 
Vilf"lety tll

0 

cclls \() llSlllllllC Slll.':O.'i l:'i.t.I. a l."tllHht1on 
which 1s frcquently prcscnt in /'. ,1t·r·11t:11111\t1 

infcctiun siles. :-.uch a:-. 111 thc lung~ of palll.!nts 
suffcring l'rnm cyst1c fihrnsi:-. (7). In foct. /' 
r11·r11g11u1.,·a is ahlc tn gro\v undl.!r os111otu.: st1c ... ~. 
particularly in thc p1e:-.c11cc of thc os111op1otci.:tanl 
gl;.cinc hcta111c or its p11.:cur:-.l11:-. (8.l)j and 11 h.t-> 
hccn suggestc<l that 11:-. virulcm:I.! m1gh1 be tclatcd 
to 1ts ;1hility tn adapt to this strc:-.!'-. ( 10). Cilycinc 
hl.!taine n1ay. thcr-efoi-e. play thc du¡d role of a11 
l1..,1noprntcctant and 0.1 n1¡;tahl1lk 1111e11ncdiatc in 
thi-> bactcrium. Thus. BADii ai.:tiv11y miµht he 
crui.:1al fo1· haclcrial t!ín\vth 111Hlc1· cl11u.l11i,•n~ 11f 
infcctinn. i.e. os1nnti~ stte:-.s plu..; aht11u.Jo1111.:c of 
glycinc bi:tainc p1·ccursnrs ;.11ul sn ll scl.!IHS to he a 
suitahlc targct for antinticrnhial agcnts. lnhihi1il111 
uf this c11.1:y1natic activity \votild starvc thc hai.:tcri;.1 
grown in glycinc bcta1nc pn:cursP•~ and/or scr­
h1u~ty affccl thcir ahility to with:-.tand nsmotic 
~tres:-.. ll ,.,,.ould als,, :-.top gn•wth. c\cn if gly..:inc 
hct;\ine IS prc:-.cnt. dt1e lo thc IO\.IC clTccl of thi: 
h111kl-ttp ,,¡- hctainc ;.1ldchyd1..·. "'ha:-. h\.."cll fo1111d in 
a /' acrugintHa 1n111ant dcfí..:1c111 111B:\DI1 ;.11.:tivíty 
(11! 

<>ne of thc best J...1u.,wn ;.1nd w1dcly u:-.cd aldchyde 
d1..·h~d1·o!!c1tasc inhihil,lr:-. 1!'4 di:-.11lfiran1 th1:.(dicthyl­
dith1ol.'.;11 h:.1mnyl) disullídc. DSF). a dn1g. 11111µ 
u:-1..•d in avcrsion u-callncnt of alcnholi:-.111. DSF 
1rrcvcrsihly inhibits lhc liver mitnchundrial aldc­
hydc dchydrugcnasc (t\LDI 12). causing o.tccumula­
tion of acctaldchydc resultinµ in thc unUcsirnblc 

c!"fCClS calJcd "d1-.111firalll·Cthano1° IC;!l.;"(Ít11l (J.:!). 
Altho11gh 1 lSF i:. 1111.!'lahohl'l.!d tu ptoduce dicthyl­
dithil1Ca1·ha1natc ;11al 1111.:thyl d1c1l1yltl11oc:i1ha111nil­
sulfoxidc ( l\tcD J"< ·-s< J). which ;1rc also JltllclH 
A LDI 1 inhihitm s. 1111. J)SF miµht st1ll he i11-
vol\'cd i11 thc 111 vivo 111hihll1011 or 1\Lr:>ll~. for a 
Cl.!'rta111 a11u1unt l'lr d11...·1l1yld1th1tll·arh;i1n;.1tc can he 
1·cn.xidÍl'l!d to fnr111 11111;1cdl11l.1r DSF ( l-l.15(. Tite 
human i~ozvml.! E."\ ALDl I 01 ,\LDl ll) 1:. a BADii 
( 1 h) 1·1.!!auv~I) 111 .... .:11 ... 11J\<: tn l1SI· 111Juh1t11111 ( 171. 
Tu thi: hc-.t uf,1111" i...11,1,dcd~..:. 1\\1 tlllu.:1· BAl>l I h;.1s 
hcl.!'11 it1\<:..,l1!-!:ilcd 111 11..· ... pcLl tu llSI: ,..,.._.11:-.1l1v1ty. So. 
as a 111..,t ..,tcp 111 tllc -.1..-.111..·h fo1 111luh1to1 .... \\l.!' ha,·e 
te ... tcd thc clfl.!cl:-. •lf ns1: llll thc ac11v1ty of /' 
cu·r11g1110'" Br\l)J f In ;111 .1!1c111p1 to hcll\.."f"" undcr­
..,tand thl.! 111\.."L:h,1111 .... 111 ,ir 111l11htt1t•11 .111d to 111\c~11-

gatc \\"hcthc1 lll ll•ll tln.., 1..·u111po1111d 1..·011ld he 11scd 
a!'. a sp1.:c1líc 111h1h1t•11 11f th1..• h.1..:tc11;il cn.1.y1nc. wc 
abo ~tudicd 11-. ci"fi:..:ts \ll\ .1 :.1111o.:111i-;1lly and 
fu11ct1nnall\" dllfc-11..·111 B:\Dll. th;it from .·1111111·­
'""""·' li.1·¡;01 li11ndn.u rH· (,1111;i1anth) lc;;1vcs. ·rhc 
c11.1:y1nc fllllll /' a1·r11g1t1t1\11 1s tct1·an1e1ic (18). as 
1s Al .DI 1'> ! 171 a11d lhcs N;\DI' • ;iud N1\J:) ... ;.1s 
cuc11..-.y111c l l 1J.2111. \\hc1ca:-. that f101n antaranth is 
di111cr1c ;iud ~lu.,, .... .., ot n1a1 h.1..·d p1·ctC.:rcncc fnr 
NAD' (:!.IJ. In th1s \\"Olh.. \\C dcscnhcd thc 
i11a1..·tivating dl°cl.'.h or DSF nn hoth UADI Is in 
tite ab:-.cncc ;.1111..I p1cscncc uf ~l.!\."Cíi1l ligands. 

2. ;'\.lalcdul ouul 111cll1utb 

/'. ct••r11gimna and asnaranth UADI Is wcrc 
purificd hl ho1nngcnc1ty and ..;1nrcd in thc prcscncc 
nf ~-mcrcaptocthannl. as di::-.crihcd l l 'J.:? 1 J. Bcforc 
11·ca11ncnt with r>SF. 1hc BADl I p1cparations wcrc 
twicc n1pidly gcl-filtcrcd followi11g thc mcthod 
dc:-.cnhcd hy Pcncr ... i...;. 12~1 lo 1cnlo\c .:?-1nc1c;.1p­
tocthan,1l. ·1·111: µcl-líhrat1t111 hullcrs \\ere: fur /' 
ucrugum.,a B1\()J l. ;itl 111i\I llltl:h"lll111 phusphatc. 
pi 1 6.9. cnnto.ainmg. 1 mr-..1 EDTA and :?5 ml\.1 KCI 
(buffer I\); li.n ;.1ma1;1111h 1~1\l>ll. 50 1111\-1 llcpc:-.­
KOll. pll 7.5. ct'll\t:.1111111g l mi\1 El)TJ\. 180 ml\I 
KCI ami 10·:.~. (v·v1 glyi.:crol (buffer B). Ali solu­
tions wcrc !'-.O.llunttcd \\1th nitrog.cn just hcfon.: use 
to prc\'cnt air oxidation of thc cystcinc rcsiUucs. 
I":>SF stock solution C!.5 ml\1) ,.,,.as prcparcd in 



u. v,•/,un•-li•trd11 ,., 11/. I Cl11•111u·"·lliulugw"l /1111·r1w11u1u· 14.1-/44 (,lOOJ) l./1J--/J.\' 1:\1 

?;> 4 

~ 
ü 
< 
~ ', 3 

:s 
~ 

2 :§" 

0
·º

3C2J •4.0[2]• ~ 0.02 • .g 
]. :!S. .4.a • 

.: 0.01 ..5 
~º ·5.6 

O.DO 
o 25 50 75 1 ºº 2 3 4 s 

[DSF) (µM) ln(DSF] 

1 •!-! 1 I"11111:-cuu1..._-s of in;u:t1vo1tiun oí/'. 11•·r1n:1111•.•11 BADii hy DSF. (Al Thc cn1')-'1nc (0.6 i1!\1 ¡1"'ó thc tc1r:11ner1 "'·'" 1ncuh.1tc-1I .11 
111 t_' 111 hui fer A plu.¡ 5 11!\.1 t•>. 25 111\1 {e) • .SO p!\.I ( •) ur loo 111'.1 (O J DSF. <01 DcpcnJcncc t•fthc p'l.c'mloliN1°01dcf" r.1tc culhtimt 

1 .. 1 111,1c11 .... 1hu11 un l>SF cunccn1r;.1tion itnd 1ktcrmini1tiun oíthc wco11d 0 oukr nuc cun~to1n1 fur 11101ctiv,1tion. tCI l)clc-rulino111nn nf thc 
1,·.1.:1un 1•11lcr un DSF fn•1n lhc do11<1 in flll . 

.ih-.ulutc cthunol and c11.1:yme liganth \\."ere db­
,,,¡\,,."d 10 nitrogc11-satun.1tcd \\"atcr·. /'. O<.'rtt.t.:1110.,·a 

''' .1111.1ranth B1'-L)l I \\Cl"t!' incuhatl!'d with ~1ppro­
p11;1tc cn11cc11trations of l"lSF. 111 thc ah ... cncc or 
l'IL"-..l..'11u.: uf ligands. 111 huflCrs A or B. n.:spcctivcly. 
l.1;.!.111d..; ;11H.l DSF wcrc adUcd !->llllllllancuusly to 
111 ..... c11/}111c prcparations. i\t tl1c 111Uicatcd time 
111ll..'I vals. aliquots \\:en: rcntovl.!'d and cnzymc 
.icts\ 1ty assaycd as dcscribcd (1'1.21). Activity 
data \Vc1·c mH1lyzcd hy nonlincar rcgrcssion. 

.l. l(c!toulcs und 11iscw.;,iu11 

3. /. flltU"IÍl'llflllll o{/'. tlt.'1"11}.!ÍllO.\"rl 111tc/ 01111,,.lUllh 

/.JA Dllx h.t• D.'il·· 

En.1:y1nc im1ctivatirnt hy DSF ll1tdc1· pscmlo·fir!tol 
ordcr conditions occurrcd in a tinte· and dosc· 
dcpcndent manncr (Fig.. l(A) and Fig.. 2(A)). In 
thc ahscncc of DSF. bul prescncc of 2'Y., (v/v) 
n1cthanol ns thc DSF vchiclc, no chang.cs in 

\JO 
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o 50 100 150 200 
(DSF] (µM) 

4,0 4.5 s.o 
ln([DSF]l 

1 H! :? Time cuur"<:" uf in;n:ti'lmtion nf ¡un;1rnnth llADll by DSF. ,,,, Thc cn7.)lmc (l.J J•:\-1 ;1.,. thc ditncf") w¡1o¡ incuh.1tcd 01t JO ·e in 
hutr..:r H phi" 511p~I1•1. ICMI 11:'\.I Ce J. 150 111\t ( .&. J 01r ::?14 fi~t 1 D) DSF. (11) Ocp..:udcnccuf thc r;11ccon-.t;1111~ fur m.1ct1v;111nn un IJSF 
Lu11..:: .. ·n1r.111on ;1nd olctcnnino1t1ou ur th.: .. cconll-onJcr ratc cnn .. rnnt for in¡1..::ti"';itiun. ICI f><:tc1111in,t1inn nf 1hc 1c.1c1ion unlcr un l">SF 
lru111 1lu: d.11;1 111 (11). 

1..·nl'.yma1ic m:tivitics wc1·c obscr\'cd. lnacli\.·atilm 
J...111cttcs of r. acru~i110.u1 Bi\1::>11 wcrc 1nonophasii..: 
11·1!!. li\J. whcrcas thosc of lhc a1nara111h cnLymc 
\\·1..•1-l! h1plrnsic 1 Fi).!'. 21,). Thc p.-.cu1..h1 lir~t-nn.lcr 
1.1to.: ...:n11 ... 1ant.., nf inacti"atinn. """'" csti111;1tcd hy 
l"itt111~ tite c:\.pcrin1cntal data ll1 ;i s11t~lc t11· Jouhlc 
1..•,p•1nc11t1:.1l dccay cquatinn hy lll1nli11c;.1r 1cgrcs­
'h'tl. ;1.., apprnpn;itc. wcrc lincady dcpcndcnt on 
l)Sf· ümccntratinn (F1g. l(B) and hg. ::!(B)}. Th1...• 

.1h ... cnl.'.c uf ...:u1·\.aturc sug.~csts that ti\'cr thc co11-
1..·o.:1111;itu•n n111gc uscd no .-.1~11ifico.1nt c11.r.y1nc-DSF 
q1111plcx accuntulatcd during. 111acti\'atinn. From 
thi.: :-.lupcs ofthc lincs 111 Fig. l(B) ami hg.. :::!(14). wc 
csti1natcd inacti\';.1tion sccond-ort.lc1· n.1tc 
'lant:-.. k,...,"''' \'alucs nf 4.90 ±0.39 I\.1 1 s 

1 fur 

/'. m·r11gi110.\·a B1\DI l mul of 6.H 1 ±li.61 and 
0.33 l;O.(J.i Z\1 1 s 1. for thc fast :.md slow 
inm::tivation pitases. n:spi.:ctivcly. of thc amaranth 
c11:1y1nc. Usin~ lhc cquatinn: 

In k .. ,.~ =In k,,,_,., t 11 ln(DSFJ. 

'"'hcrc" is thc on.lcr t•fino.1ctivati'1n with rc-.pcct to 
fJSF. wc cslimatcd /1 \'alucs of 0.77 +0.ll'J for thc 
ho.1clc1 ial i.:nL:,.n1c and nf 1.1 :::! +l). l<I for thc fast 
pitase and l. l'J ±11.38 ft•r ti~ slow phasc of 
inactivation uf thc pl:un cn1.:ymc (Fíg. l(C) :.out 
l~ig. :::!(C)I. Thcsc vo.llucs imlicatc that thc loss of 
catulytic :.1ct1vity \vas IÍrM-ordcr with rcspcct to 
C>SF fnr both cnLymcs. 

" 1 
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.1111plitt11.lc ,1r thl.! f;i:-.t ;ind -.lo\\' phascs. :!:' :ind 
7j",: •. 11.::-.pcct1vcly. \1.:cn.: thc saine •ll .any DSF 
1..11111.:cntrottion tc-.tcd. lt is intcrc:-.llni.t 1hat thc 
h1phasic i11activatiun J..inctics '"'ith :-.i1;t1Lar phasc 
.11npht11dc:-. \\l..'l"C ohtainl!d '"ith othc1:-. thinl 1nnd-
1fyi11!! rca,µcnh. "llch ª" i11d11acl!ta1111dc p::ll. 1\s 
dbcu ... :-.cd 1n th..: la.,.t c1tcd papel". thc hipha~ic 
111aclÍ\ation b 1110:-.t hkdy d11c ltt tl11! c."slcllt.:C 111° 
l\\o an1a1a11th Br\1>11 ..:011rt11"1nc1·:-. \\ith diffc1c11t 
1c.11.:ll\ll) 01· .1ccc:-.-.1hllll) 111" thci1· catal)tic thin­
lah.•:-.. S1111..·c thl! pniptHlhHl or htllh fonn:-. wottld hc 
~l\\.•11 hy th1..· ;1111pht1ak of th..: pha-.c .... 11111.kr our 
L''pl!'n111c11tal c11ndith•ns. tlic n1111c 1l!'o1ct1...-c fnnn 
\\11ttld h.: :!5': .• ;111d lhc les" IL'aCll\C 7-:i·~ .. nf thc total 
B.'\IJll ¡noti:111. 

,\1 pi 1 8.8. thc 1e;11.;t1uo ,,f /' '"°'""!!"'"·'ª Ut\IJI 1 
\\lth l"">SI: \\as ltH1 1apid 1'111 tl1c acc111ate detcnni-
11at1011 ,,f tite inactivatiun kinctic.:s hy assaying thc 
1'01 n::-.1<lu;.d Clll'.\·111c .;11.:liv1tv. Nc\'crthcless. a :-.cc­

t•tHl-n1dcr ratc ~tu1:-.ta11t ct•;ild he c:.t1111atcd to he 
;it 1<!.1:-.t 11100 :\.1 1 s 1. Th1s val11c co1nparcs \\cll 
\\llh that repoited hy :\.1yhrc et al. 12·'1 rt.)f' thc 
1\.!';n.:t1nn of l>SF \\Hit ht11na11 1\LJ:>ll~. X-lO :\t 1 

... 1• u11dcr ct111dition:-. .,;in11lar to lHll". llnder thl! 

.... 1111c co11d1tio11..;. thl.! ~ccnnd-onlt:I' r;llc co11..,ta1H nf 
the ra ... t pho1:.e of ;t111a1a11th Br\1)11 1nac1ivat1t•n 
\\a-,. l .S~ :..; 111~ ;\1 1 s 1 and that of tlu.: :-.low 
pha ... e :!.'JlJ ;\I 1 s 1. lntl!rest111~ly. thc amplitude 
nt thl! fa-.t am.I slnw ph;.1.,;es. 22 and 78'~: •. rcspcL> 
11\l."ly. wcrc s11nil.1r to those ohtaim:d 011 pi 1 7.5. 
111tilcat1nµ that the irn:rcasc in pi 1did1\\.1t affcct thc 
1clat1\·e cnnccntratil--.11 nf thc putat1vc cn:tynu: 
1111111:-. 

B:\.Dl l ín;1ct1vatin11 by l)SF mo~t p1ohahly 
111\olve.,; thc nn•dificat1t111 of the cs:-...:1111011 cv:-.tcinc 

IL'"1d111.:. ólS in Al.DI 12 !:::!:") whcrc it lllÍ.!;!ht p1~omotc 
tlh .. ' f1•1111attt•11 t.•I" ;i p1 otl.!111 1n11·a111ukc11la1· d1:.11lfidt.: 

h11d~e het\\CCll tlie t.:"':-.1..·n11al .11ul .1 pro,1111al 

1..·\ ... 1c111t: rc~1d11c:-.. /'. 11cn1,o,,:11un.1 B.-'\ f )11 h;i:-. thu:c 
111111c-,...,.c1111al c':-.tellh!'.'< (:!<>) 111 add1t1t•n ltl thc 
~· ...... ..:11110.11 <•ne. l·ys:!X(I. but thi.: tl1rl."l!'·d1n1cns11nH1l 
lll•Hkl of thi" c11/v111e. oht.11ncd f11•1n thc crv~lal 
._·po1d111atcs o!"cod- Ji,cr B:\l)l l (27J. 111d1catcs

0

that 
11011c I'.'< dtl:o.C c1nu1g.h to ( 'y:-.:!Xh to fo1111 a disulfidc 
h1 ul!!c. In accllrdancc. thc thrcc sitc-dircctcd 
Ut\1)11 mutants. 111 whidt thc 11011c:-.sc11tial Cys 
rcs1d11cs ha\·c hcc11 drnn!!cc..I to Ala (261. wcrc ulso 

o 15 30 45 60 75 90 
Timo (mln) 

Fi~ . .l. Efli:cl of c11.r.y111.:-lli,:.1111.llii un lhc m;u.:tl'-•111011 uf /'. 
urr,.gmu\11 H.\011 h}" t>SF. R.\011 w.1 .. mcuh.111.-..I w11huu11•J 
,,,. w11h ~O 11~1 l>SF in 1l1c 11h..c111.:c ce1 ••r rrc-.cncc uf thc 
fo\lo\\111._: h._:and.. '7 111:'\1 :..,Z,\l>I' • 1 ""). J 7 111:'\1 hclmnc 
aldch)<k 101. 17 111:'\l NAlll'lf 1()1;uulJ7 111:'\I hct.1inc 
.1ltlch}tk r1t1 .. -' 7 m:'\I NADl'll l--.1. (ltlu:1 Ct>t1<ht1u1h \\CIC ol"li 

111 1 ·1)! 1 Thc hno: .. wcrc oht.um:d hy liuc.11 1cµ11: .... 1011 uf !he 
tl;ita 

Lohlc 1 
1• ... c1tll11li1"'1 .. 11<lc1 r.11c \."un-.1ani.. h•1 thc 111.1c11..-.11u•n uf /'. 
11.-ri1,i:m1"" JIADI 1 hy !'>O 11:'\1 llSF 111 thc .1h...:11cc ur 1•11.."SC:ncc 
••f .111Tc1c111 cn7.)111c·hgo11ut.. 
---~--- ---~-----~--------

Ntuu.: 
NADP' 
:-.J,\("l' 

NADl'll 
N1\ílll 
HA 
~1\lll'll +-BA 
~··.L,llll .._HA 

1.,.,.,1111111- 111 -.1n- '1 

::o±::.:: 
»::?.í•!.!'> 5 
1.::.:: !;8.') 
.s s ~n ,, 
.\::?:!_119 

7 ''l"º 7 

·-----

V.1l11c:' .tS E \\Crc: t.""t1111.1tctl hy .1 hl ul 1hc 111.1c111,..11i11n ll.11;1 
h• .1 "'"~le: c'¡>tu1~1111.1l dc:c.1) c1¡u.11u111 11-.111µ IH•nilnc:o.tr 1c~11.--.­

""'" lli\, hc1.11nc .1ldc:hydc 

i110.u:t1'·~1tcl..I by DSF ,.,,·ith similar kinctics to thosc 
of tite wild CllL'\'lllC (nut shown). Thcsc rcsults 
provc that imacti~ation of /'. a1..•r1t]:.!ilws11 BADl·I by 
DSF is duc tu tite formation of a mixcd disulfidc 
bctwc:cn thc csscntial Cys rcsiduc an<l DSF. Thc 
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100 

40 

o 50 100 

Time (mln) 

150 200 

1'1¡.:: .¡ Ertci.:1 t•f cul'y1111:-1i~;11uh un !h.:- 111.u:1i .. ·011iun uf ;1111.1ra1Hh IJADI 1 hy J)SF. Thc eu;.yme ,.,,·¡1.¡ i111:11h.11ed \\'lthnut 1•) or wuh 50 
11~1 llSF in thi.: 41h"C11cc ce) llr rrc,cni.:cnf1hc fulluwmg h~.111ll>1: O:? m;"l.1 N,,[) + (•).ti.~ 1111\1 l>c1;1111caldchy,k lr:l 1.0.:? mM Nl\Dll 
t•)) •• nul 11:? 111~1 hc1;1inc ,ildcl1)'k plu" O 2 111:0..1 NADI f t 6.) Uthcr cu11c.hll<lll.,. werc .1s in F1~. ~- Thc lmcs ;uc the hc .. t lil nf !he 
111.11.:li\.iln•n d.ol;a !u 1hc cqu:111u11 lnr ,, ~111.~lc c"'runcnll.tl tkc.1y hy nnnhn..,.;ir 1el~IC>1>1um 

thn:L"·di1ncnMonal 1110Ucl ufa1nar;.111lh llADl 1 <loe:-. 
:.hl1\\.' a c ..... s rcsiduc closc lo thc csscntial llllC and il 
1..., tlnm pl;ssiblc that in this ca!'>c, DSF-i11acfr .. ·;.11io11 
111volvcs thc fonnalion uf a disulfidc bcl'l.vccn thc:-.c 
l\\11 Cy!-> n:siducs. J:unhcr c.-.;.pcrintcnls are nccdcd 
111 daril"y tite 1ncchanis1n nf Bt'\1)11 i11activatil111 hy 
DSF 

>: H/lt't·/s of llga111/s 011 HA /JI/ i11ac·1rn11um /11· 
/>.\"F 

liu.:uhati(lll of /". acrug1110.H1 BAIJl I "'-1lh DSI .. 111 
tl1i: p•L" ... l.'Jll..:c ,,r N1\.J:)P .. cnhanccd thc 111ac11vat111n 
1.1ti:. \\hcn:as hctainc ¡1ldchydc or NAI >PI 1 p111-
i...·ckd thc cn.1.y1nc a~;.1ínst 1nact1vatinn. \\'hL"n 
prc'>L"llt togcthcr in thc i11activatil•1\ 1ncdu1111. 
hc1a111l.' aldchydc and NAC>PI 1 affl1rdcd tuwl 
p1utcct1llll (Fig. _,). <)uotlttati..,..dy a11d qua1111t.:i­
t1\cl\ sÍlnilar rcsults wcrc nhta1ncd wuh NAD • 
ami ·N,\DI l. Tahlc 1 g.i'\."cS thc valucs of lhc first­
,,nlcr ralc cunstants for inactivalion by DSF in thc 

p1cscncc of ligands. cst1111atcd hy nnnlincar rcgrcs­
siun of thc cxpcri1ncntal data. 

Tl1c protcctinn against inaclivati11n affordcd b\• 
hctainc ;.ddch~t.lc is co1tS1!->tCIH \\.'Hh thc kinct1cs l;f 
/,, a«rt1gi11osa BAIJI l. As thc k111ctk 1111:dwnisn1 is 
~tcady-st;.1tc randnm l:!UI. thc aldd1ydc can hilld tn 
1l1c active sitc 111 thc ahscncc t11" thl.!' cncn.1.y1nc ;. 11ul 
thcn ¡nntcct :ll!ainst inacti'\."a\1011 thruu~h a stcric 
t!llCct. Thc 1csuhs ohtaincd w1th thc O'\.Ídi¿cd 
Clt1.!1t.1.yn1cs ·•!!f't.!C \\.llh lhc crn,.=11.1.yntc-in<luccd in· 
c1ca!->CS 111 lhc rcai..::l1v11..- lll' ai..::ccs:-.íhilitv of thc 
..=~"cnti;.11 Cy!-> toWal'l.I" 111:.=thyl 111cth;.111ctl11.ll!'.lllpho­
natc (;\li\lTSI 1cccntly rcporti:d l::!XJ. llo"evcr. thc 
dccrt:asl.!' i1t thc ratc of DSF-nu:<l1atcd inactivation 
111 th..: hi11a1y L"lllllplc,cs cn/-,mc- NADI 1 ~1m.I 
c11¿v1nc- N.1\DPI 1 co1Hr;isb \\Ílh thc inc1·cascs 
prc~·il111sly fnunt..1 in i\l i\1TS-1ncd1atci..l m:u.;1ivatio11 
1=s1. Thcsc dts-.:rcpancics might he c.\.plainccJ by thc 
d11Tcrcnccs 111 !->iLc or thc two thiol rcagcnts. Evcn 
thuugh ali binary complc:\.cs of cnzymc ¡tncJ 
cocnzyntcs hchavcd simih1rly with rc~pcct to ~• 

-
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l.1hk:? 
,\mp!t11uk ... ;111.t 1i.-..;t-"1<kr ,. . .,.,..,1;1111 ... fur thc- 111.u:li\':11io11 111 01111a1a11th H,\fll I h~ 511 11:\.I 1 ISF 111 rhc- .1h ... cncc u1 l'rc .. cm.:.:- 111 d1flo:u:111 
•."11/~lllL··lt!!•llUI .. 

1 lf!.!lltl 111:? 111!\11 

:-..: .. r1c 
:-..¡,\()' 
,...,\f)ll 

"-:-\llll • 11.-\ 

,\111pht11 .. h.-1 f'. .. ) 

:?:'i :?± 1.1 
:?llllJ::llo 
111 :! j 1 l 
:!l:?tl.I 
:?fo K •_.¡ l 

4,,1.,, 1 f111in '1 f • 10 

l'JIJ•\<t 
SKKJ.\7S 
101'1±-IHll O 
f•loS!. :?-tS ~ 

'''.! 1 711 

7:'' 
:-..:11.1-i 

1 11 s ~o'' 
;1. 7 .. 1 ... 
71 ..... ~ 

l. •. o.~! 1111111 11 1 .. IO '1 

11.\-:111 

1-i .... 11-i 

1 :? •.O 1 

\'.1!11.- ... ::'SE \\c-1...- ._•-.11111.111.•d h~· a lil .. 1 tloc 111.1.,;(l\,tlu•n <-l.1f,1 1 ... 1 -.111):'k "' .i .. uhlL• '"-"'i'""'"-"'11•.il .i.-i:.1v '-''IU-111"11 1i-111~· 11unl111c,11 
,.._-,.1~·-.-.1••n B,\, h1.·1.11nc .11.1..:h'\.lc 

f!U-,, \,1]111." \\"•I' n,._,,¡ 111 lhL• fillllll! ¡>l .. <.:'-••llllC 

.. 111.dl thiol 1cagent. sw.:h as :\lf\ITS_ thc use uf lhe 
h11lh.1er IJSF ••~a 11111diryi11µ reag.enl sho\\S thal the 
11,1d1.11.."d and 1·cd1u.:t.."d &.:l11.:1u:y111c-.. h1nd diffcrently 
111 /• "'-.,.11g11111.\"11 BAl.Jl I ai.:ti\c :-.lle pocl..ct. .. ,pp;tl'­
c11tly. NAIJI 1 ;uul NADl'I J hind in a ma1111cr that 
d11111111:-.hes thc ai.:i.:cssihilily of the csse111ial thh.1late 
to ;.1 hulkv rcacc111. \\hc1ca:-. Nt\I) • and N1,LlP • 
h;1\L." th..: ;1ppo~ite effci.:t. Diffcrcni.:cs in thc hindm~ 
11! 1hc u'1d1/1.!d and r..:dui.:ed 1..·l1c11.1.y111c:-. havc '""" 
l1ccn 11111cd 111 :-.tud1..:s c1f lhc thcee·d111tcnsil111al 
-.u ui.:ture of the holoe11.r.y111c:-. forni:-. t1f other 
.ddch~dc dd1ydrngena:-.cs (.21JJ. Tlu: ini.:rcase in lhc 
llSJ;-111cdia11..·d 111;11.:tiva11,1n thc cn.r.ytnc pn1d11i.:cd 
h~ :-..A 1 ll P) • 1111ght he 1clcvant for lhc pos-..ihle 
11-...: 111 '"''"º nf tl11:-. inl11h1to1·. or 1ts tnctabnlitc:-., 
-.111~.-l." 11 ,.., ntosl likcly thal an i111pol"lanl proponinn 
111 tl11..• llllal Cll/.YlllC CXl:--1:-. a~ h111;iry (.:lllllpll.".,C~ \\."lll1 
tln.: P"dl/l.."d t.:l1cnzy1ne~. In thb 1·cspci.:t. /• a•·rrt!:l· 

""''' B..\J)l J \\."lH1ld he cven 11101c M1:-.i.:cpttblc to 
1nh1h1t1on hv thcsc cnn1pou11ds than 1·at livcr 
.\l.IJll.2. wl-uch was flHllHI to he i.:01nph:tcly 
¡11n11.:1..:t1.."d ól!!-<1111~1 111activation hy Nr\D + 1-'ºI· 

111 .1111aranth HAJ)I ( ali li~ands. partu;ularly 
¡,l't.11111.." ;ildi.!hvde. pnnnoted a µn:;11cr ratc nf 
111.1..:t1\.,\IHH1 h.y l)SF. rnn:-.tly h~ i111..·1cas111g thl-" 
111.1 .. ·tn.1t1on ratc uf the fast pha-,;e. hut thcy did not 
~ h.111~·.: thc pha:-.l." a1nplitud1..":-. ( 1 1µ -t and "L1hl.: .:::i. 
~ ·\I ll I 1u1tahlv 111c1ca~..:d the 111;u.:ti\"at1011 ratc 
i.:••11-..1.1111.,r1l1c ·rir~t pha:-.c. '"lule 1t h;i1dy afli..-ctl.."d 
th.11 .. r thl." -..ci.:nnd phasl.". N1,l""l •· p1uv11ked a 
111u..._h .. 111allc1· inc11.."a~l." in 1cacli\.·itv than lhl." 
h111d1111.! of NADI 1 (T:1hk .:?l. In thc. prcscncc of 
hc1;1111~ aldch,·dc, the inac.:tivalion kinctics tlf 

.1111a1·;111th UAi>l I rcscmhlcd thosc obtaincJ in 

lhi.: prl.."-..cnc.:e llf NAlll 1. ;ilthough th..: ;dt.khyde-
11ulw.:ed 1nc1e;.1-..1.• 111' tl1c :-.In\\" ra1e &.:l1n:-.tant \\'as 
hi).!he1· than th;1t 111d11i.:cd by thc ll."dw.:ed i.:ocn1:y1nc. 
Ir thc h1pha .. 1..: l..111..:111.:-.. of 111ai.:1n;it1011 a1c indecd 
duc t1• tl1i.: pre .. ..:111 .. :1.." 1•1" \\'\"l' .1111;11.111th HJ\1)11 
ronn:-.. a:-. di-..1.."11:-.:-.cd .1ho\'l." and l."! .. cwhetc (:!~J. it 
1111µ.ht hi.! i.:u111.:l11dcd l"ro1n nur 1c:-.t1lt-.. that h111ding 
of h...:1;1111e ;ilt!L"11~de ;111d N.-\1JI1 l•• th..: (a-,;t 
n .. ·ai.:t111g. nne 1.. \ e1'" dllT1..0 1 l"lll Cr Plll that of 
Nr\.ll'. "" l11h.·· tlic th;1...l." l1gamb .tppl.":11·-,; to hind 
~i1111la1ly tn thi: -..luw re;11.:t1ng. 1"01111 

Thl." 111crea:-.c.•-,; 111 11..•;11.:t1v11y t.n\ant... 1 >SF prtl-
111oted h:-- ali lig;111d-.. "11 h111d111t! lo thc ;1111aranth 
l.!ll/~1111.." 111d1ca1e a r;1p1d. l1g~111d-111d11i.:1.."d c(1nfor-
111at1011al i.:ha1q.:.t.·. 111 :l!.!.l\.'1..·111cnt \\llh th1..• lindincs llf 

a11othl."r -,;tudy 111 ""·h;d, 111dn:•..:1.."ta11udc was ~1scd 
l~l). l l1n\1,.•\·1..·1. thl." 1c,111t-.. 11f tli1.•-.1,.• twn -..tudíl."s are 
i.:ont1.1:-.t111).!. :-.111i.:1.." i11..:1e;i-.1..•d 111.1i.:1na111•11 \Va~ found 
111 tlil-" c'pcn1111.-11t-.. \'\lth llSI-" IL"p<11·1ed hecc. 
\\.'hl."tl.."a:-. dci.:11.-.1:--1.."d 111;1ct1\;itio11 "'ª' oh-,;crvcd in 
lhose \\ tth 1t••tt."l."ta1n11k rl."pn111.·d 111 thl-" ni her ~tudy 
(::!.lJ. In ;iddit1n11 In thl." d1c11111..·;d .uH.I -..1n1ctural 
tl1lTcrcm.:1.."-.. hctwecn 1hc tWll ri.·;a~i.·111-... thc dilTcr­
e11\.·1.."s tll thc 1.''pc111111..·ntal \.·n11d1t1on-,; pf the (\\."tl 

-..tud1c-... p:1rti..:11l.1d~ th • .-....: Cll11..: .. ·r11111;_! the prcincu­
b.1111111 p1..•11nd 11f the "ºll/~1nc ""'lh the h!!and. nug.ht 
acl..'.111111t f111 thi:-..1..· d1:-.\.'l"l."p;111c1e' 

1 he rc-..ult:-. ohta1ncd \\"tlh hcta1ne aldchydc ;u·c 
111111µ11111~ fu1 l\q1 rl."a-..on-,; Fi1~t. thc\ 1ndicate lh;.11 
1 h1..· :-.11h .. tra1e h11u.I-,; tt1 thi.· cn.r.y111l." 111 ~hl." abscncc uf 
thc coc11/.y1nc al tlll-" 1clativcly l11w conccn1ratio11 
us...:d in this e:'l.:pl."riment. ti.::! m:'\I. 1 lowcvcr. it is 
known lhat amaranth Bi\.1.)11 folkw.·s a stcady­
slatc ordcrcd 1ncchanis1n at low conccntration oí 
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smM DTT 

10 mM GSH 

40 80 120 160 
Timo {mln) 

o 100 200 300 400 
Time (mln) 

1~1~. 5. ltc:ucti~·¡1tiun h)' 5 1111\.1 DTr (Q)und 10 mf\.1 GSll (A) uf(A) /'. 1tc:rllJ:mo.111 ll1\Dll 1no1c11\·a1~·.t hy ~fl ¡1!\1 l>SF in lhc: p1c:scncc 
nfO.~ mf\t NAOt••; (11) u11mn1nth U1\Dll in:1c1iv•llcd b:ir 50 pf\1 DSF in thc prcsc11cc: uf O:? 1111'.I hc1.11ne .;1l.tch~1ll!". (Jthcr cunditinns 
"l!IC" ¡1s in Fit!'. 1 nnd 2. Thc liues tare thc bc:.t fit ofthc i11;1ctiv¡1lio11 011ul 1c;.u;:t1~»1tion 11.11,1 tn thc c1¡11,11um .. for .,;mf!IC C:'-¡-.c1nc:nti;1I dec;.1y 
11r ~'''"th. rcspecth·cly. hy 11011linc;.1r rCl!rc~•;;i1•11 

:-.uh~tratcs 131] anda n111dn1n onc at hiµh conccn­
trntions 13::!.J and so it is 111ost likcly that undcr 01u­

c:>..pcri111cntal conditions. bct~linc aldchydc hind~ to 
thc free cnzyn1c non productivcly. i.c. not intcr­
acting "''"'ith thc c~scntial cystcinc to fi.•rn1 thc 
r-eactinn i11tcnncdiatc lhH-.hc1niacctal. Sccond. 
cvcn if this wc1e thc c.;¡1se. hindinp. uf hcwinc 
aldchyde to thc suh:-.tr-ah: !-t1h!-.Íle should stcr-ically 
prntcct thc esscnlial Cys a!!ain~t modilication .and 
tl11.:11 decreasc the rale nf inactivatinn. 1\1nantnlh 
1\,\ 1 )11 has a cv:-.tcinc rcsiduc. Cys453. in it:-. 
~11h~t1 ate h111di11~ pocket. in addítion tu the 
c~~c:nl1al C\·s::!.'J4. In tite ah:-;e1u.:c of lhc 1nu.:lcotidc. 
hct:11nc al~lchydc would citllL'l" pn-.n1otc DSF 
11HHlllí1 . .-ation ofCv:-.453. ·whid1 \\ould in turn c;111:-.c 
L'll/\ 111e 1nacttvati~u1 hv hl11ck.111g thc acci.:~~ to the 
.1..:11.\c: !-itc. or i11tcn.1ct ~vnh Cy!--153 c:>..posing al the 
.... 1mc 11111c tl1c e~:-.enlial th1tll.1te nf ("\!-> 2'J4. 
l ln\\Lº\CI"". thc p10:>...itnity nf thL!'~C L~ys ;c!loldUc:-. 
.11ul thc 011e11ta11011 uf thc Mtlfur ,-.f Cys:?94 
1(1",11,h, tl1c :-.uh:-.trate hinding M1h:-.1tc, sugg.c:-.t 
th;11 lwtainc aldehydc \\nuld stcric<.illy pr-otecl 
hoth tluolates. !-thould it bin<l lo tite suhslnllc 
¡Hu.:J...et. The1c i:-. alsú tite possibilily that. in thc 
•th~cm:c of coc11.1.yn1c. hctaiuc aldehydc binds 

111..111proú111.:tivcly to thc 1..·ocn1:y111c subsilc. thus 
pcrnlitting chc1nical llHld1ficatio11 nf onc or both 
active sitc Cv~ rc~1duc~. \Vhen hoth hctainc 
.aldchyde .and ÑA.L>l I aic pr-cscnt in thc im.:uhation 
1nedi111n. tite 1atc ._.,,.blant l•f ll1c 1i1·:-.1 phaM.! is 
incr-eascd with rc:-.pci.:t to lhat 1"0U11d for che free 
cnzyntc hut 1n111.:h le~~ that in che h111ar-y co111plcxcs 
with N/\l>l 1 01 hcta1111..· aldchydc. Tlus rcsult 
!'-t1ggc .... 1s th.:11 ir tite cocnl'.).-ine 1~ p1c:-.ent. bctuinc 
alúch)úe himJ:.. h"l thc ahlch)de ~uhsitc. alTor-úing 
Slllltc p1·01cclul11 ag<1111:-.1 111ac11vat1on. lt has to be 
110111.:ed th01t the ;tldchHh.' ..:0111..·c1111at1n11s uscd in 
thesc e~pc11111cnt:-. ;11c ~1101c hJ...cl) thll saturating. 
cithcr fo1 thc hi111...h11¡.! 11f hc-tame aldehydc to thc 
fice Cllt'.)1111..' 'll" fo1· 11:-. h111d111g tu thc 01pocnzyn1c 
ancJ thc1ef,111..· \\e t..:••11ld lh•t oh~cl \l' tite 111a.\.i11111111 
betame alddi)de cflc...:t~ 

Tr-cauncnl uf l>SF-111ou.:11v<1ted P. 11crt1>:ino.w1 
und a11rnr:111th UADll~ \\1th 5 ml\t IYrr rcsultc<l 
in 90 and so·x. reco\·cr)' or cnzymc activity <.1ftcr 90 
and 240 min of rncubo.111011 witlt thc rcúuctunl. 
r-cspcctivcly (Fig. 5). H.caclivation of thc am:irunth 
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l..'111'.)IHC. us in;.ictiv<1tion. is 11111ch slo\'.:cr than tlmt 
1..1f lh..: /•. 11i•1·t1JÚll11sa. lnc11hath1n witl1 lll 111!\1 
it-•dm:cLI glutathioni: (CiSll) cuuld nnt o.1pprcciahly 
l\.',u.:tivatc tite cnzy1ncs. pat ticularly thc hactcrial 
nm:. which 1·c1naincd imu.:tivc aftc1· 90 1nin of 
iucuhatinn with thc rcductant. A :-.i111ihu· f;.dltuc 
or <ISI l to n:activatc othl..'r DSF-inacti"atcd 
ALDl I has hccn prcvil1t1:-.ly n:po1tcd 13.'.\J anti 
;ilthou}!h thc rcason fo1· thi:-. l~iil111c i:-. not d..:ar a!'! 
)Cl. ll lllighl be rclo.itcd tu thc inahility nr thc hulh,y 
<iSI 1 to tcach and 1cd11cl..' tite disullidc hridf!C nf 
th ... • DSF-inactivatcd Cl11')'111C. Thc lack l"'f rc\Clsi­
h1hty hy GSJ 1 of thc DSF-mcdia1cd inactivation of 
/' 11<"111.i.:1110.\·a Bt\l.)11 Í!'I anothcr impol"latlt tind111g 
\\l1u.:l1 c11c1..H1ragcs f11rtl1cr :-.ludies with thi:-. 1nhib1-
to1 and its 111ctahulitc:-. HS polcntial antit11icrobial 
ól!!l.'lll!'o 

Ad .. 110\\ h:dgt.'llll-'lllS 

Thi:-. work w~1:-. supponcd h)• Consejo Nacional 
de Ciencia y Tecnología (CONACYT Gn:uu 
37H:!ON). 
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