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RESUMEN
I_a betaina aldchido deshidrogenasa (BADI, EC 1.2.1.8) cataliza la oxidacion irreversible,
dependiente de NAD', de la betaina aldehido para producir glicing betaina, un eficiente
osmoprotector. £l disultiram (DSF) es un inhibidor de las aldehido deshidrogenasas,
ampliamente usado en ¢l tratamiento de alcoholismo., que actia oxidando a la cisteina
esencial que reside en el sitio activo. Como parte de un estudio comparativo de las
propiedades tuncionales y estructurales de BADHSs de origen bacteriano, vegetal y animal,
en este trabajo estudiamos ¢l efecto del disulfiram sobre la enzima de hoja de amaranto. Se
encontrd que el DSF la inactiva en 'una manera dependiente del tiecmpo y de'la dosiﬁ. 'Estc'

proceso s

ue una cinética bifdsica, con constantes de velocidad de inactivacion de sgﬁuﬁdo
orden de 11.67 * 0.05 y 0.50 = 0.04 M-!1s-1 para las fases de inactivaciéVnt raplda yllyema’,
respectivamente. - Sorprendentemente, . betaina  aldehido, NAD™ y NADl-i. ‘no ',‘sc'.;u‘lyo kno
protegen a la enzima, sino que promueven un incremento en la velocidad de inqclivac'!én.
Este resultado sugiere que los ligandos inducen un cambio conformacional que aumenta la
reactividad y/o accesibilidad de la cisteina catalitica. La enzima inactivada por DSF en
presencia del sustrato se rcactiva por ditiotreitol, pero no por el reductor fisioldgico
glutation. El inhibidor no produce cambios en cl estado de oligomerizacion de la proteina,

pero provoca la tormacion de un puente disulfuro intrasubunidad.
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L INTRODUCCION
Uno de . los problemas mas graves que enfrenta la agricultura actualmente es la gran

cantidad de suclos que en forma regular o esporadica estan sometidos a periodos de sequia,

o que no pueden cultivarse debido a la acumulacion de sales, a consecuencia de priacticas

agricolas inadecuadas como abuso de fertilizantes y alta irrigacion. Estas COI\diCiOIlcS"

ambientales producen en las plantas un fendomeno conocido como estres osmonco que

conlleva pérdida de agua por las células y afecta severamente la productlvtdad EI ﬂmaramo

es una dicotiledonea, muy tolerante a sequia, de gran interés agricola por el alto contenido !

bases moleculares de la respuesta de las plantas a estrés osmonco. quc pucdc adcmas tcncr

tmportantes aplicaciones biotecnologicas en un futuro.

En una gran variedad de organismos. desde bacterias hnsta animales

metabolica mas general al estrés osmotico es la sintesis y acumulacxon en el cnoplasma de

compuestos organicos neutros conocidos como solutos compatibles 'u osmoprotcc orcs, los:

cuales evitan gran parte de los daios ocasionados por la dcshldralaci "n; celular-al igualar el

potencial osmotico del citoplasma con el del medio  externo y al» cstabilizar"eslructuras

proteicas ¥y membranales.

La enzima betaina aldchido deshidrogenasa (BADH EC‘ I..’i.l.Si -‘catalizé: la’ oxidacion

o‘pdra producir glicina bctaina. Este

irreversible, dependiente de NAD . de betaina’ aldcl

ultimo compuesto es uno de los osmoprotccxorcs conocxdos mas_ -eficientes que se product.
en respuesta al estrés osmdtico tanto en baclenas como en al&,as, planms o animales. En el

caso de las plantas, la glicina betaina es ‘un blarico polcncial dc ingenieria metabolica, ya

3
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que muchas plantas de interés agricola no poscen la capacidad de sintetizar y acumular este

potente osmolito. De hecho, se estan haciendo intentos ;ic transtormar plantas con las

enzimas involucradas en su sintesis, pero uno de los problemas mas importantes con este

tipo de enfoques experimentales es que existe un _gﬁm desconocimiento acerca de la

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

il Disulfiram (DSF) es una sustancia que desde hace 50 afios se utiliza clinicamente en el

tratamicnto de enfermos del alcoholismo. Se sabe que éste gjerce su etecto fanmacolégico a

través de una inhibicion de la aldehido dcshidn"o_gcnasa (ALDH) mitocondrial de higado de

mamiferos. Se ha demostrado, en estudios in vitro, que el DSF inhibe directamente a la

ALDH de mitocondria de higado de rata (ALDH cIaSc 2) al formar un enlace disulturo

intramolecular entre dos de las tres cisteinas contiguas presentes en el sitio activo de la

enzima. En relacion al efecto que tiene este compuesto sobre las BADHSs (también alécl;ido

deshidrogenasas), se ha encontrado que la enzima de higado humano es, i vitro, insensible

al DSF; sin embargo, no se han realizado estudios acerca del efecio que este compuesto
ticne sobre otras BADHSs, concretamente la de plantas. Como parte de un estudio
comparativo de las propicdades funcionales y estructurales de BADHs de diferentes
origenes, bacteriano. vegetal y animal, el presente trabajo se encamind a profundizar eﬁ es‘tc‘
aspecto. Para ello. fue necesario realizar estudios de modificacion quimica de la cnziﬁa'y
caracterizar en términos cinéticos y estructurales este cambio. .»\dcmix{ se éyalilé.la
influencia’ de los sustratos y productos de la enzima sobre el procc§0 d;: niédiﬁéaciéﬁ
covalente . por DSF. En conjunto, y con base.en los rcsulludns oblénidds.,the poéiblé
establecer una propuesta de mecanismo de inactivacion que se ajusl_a saxisl"actoriamcmé a

los hallazgos experimentales.




1. ANTECEDENTES
1.7 AMARANTO o T »
Kl amaranto fue. un’ cultivo” fundamental entre las civilizaciones prehispanicas del Nuevo

Mundo. Su prc&énéiu data’ de cerea det afio 4000 a.C.; ¢n la region del valle de Tchuacan,

México. En el México prehispanico el 'amaranto constituyo uno de los cultivos bisicos en la

alimentacion junto con el maiz. frijol.’calabaza y chiles de diferentes especies.

11.1.3 Caracteri erales del cultivo

El amaranto es una dicotiledonea del “orden. Caryvopintlules perteneciente a la familia

Amarantaceae que comprende hierbas anuales o perennes, con hojas opuestas o alternas y

sin estipulas, La taxonomia del amaranto es la siguiente: Eukaryota: Viridiplantae:

Sireptophyta; Embryophyta; Tracheophyta: Spermatophyta: Magnoliophyta:

cudicotyledoneae: Caryophyllidae: Caryophyvllales: Amaranthaceae; Amaranthus. Los
miembros del géncro Amaranthus se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones
tropicales, subtropicales y aun templadas del mundo entero. El género comprende unas 60
especies. Los colores del tallo y las hojas van de rojo a verde con una multitud de matices
intermedios, y de ramificado a no ramificado: los colores de la semilla varian desde el
negro al blanco.

Después de varios estudios  se-ha ‘llegado a la conclusion que las especies de semilla

comestible se reducen ' a: ' Amaranthus. hvpochondriacus,  Amaranthus - candatus - v

Amaranthius cruentus (Trinidad Sanlés er.al.,1990).:De las tres especies anteriores, solo A. -
cruemius y A, hyvpochondriacns se ‘cultivan: en’. México -y . ‘caudains. en Sudamérica

(Trinidad-Santos y G(’)mez-Lorencc; |§86).' -

h
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El dmnmmo ¢s una pl.mla (.Fcuante en su proccso Foloﬂntcuco‘ ya que tiene metabolismo

C4. mecanismo dc Iuaclon dc carbono que supua en' eficiencia al rcsto de las plantas CAM

formar biomasa; ‘en’ comparacion con las plantas C3 (Flores Zenil, 1994). El amaranto cs

una: planl‘u‘mésomic‘a,.n‘o rcsistenlc a la sequia pero que muestra un uso de agua muy

cfcu.mc (aOO de abua tranqplmdn/ 1’'de materia seca), mientras que otros vegetales como

el lrn.;o y la cebdda que son planlas con metabolismo C3, tienen un mayor consumo de
agua_ por gramo de ma!cria seca (540 y 5420 g de agua transpirada/ g de materia scca,
respectivamente) (Del Rio-Portilla, 1988). Es notable que incluso requiere menos agua que
el maiz, una plénta con metabolismo C4 de gran interés agronémico y culturat (Flores-
Zenil, 1994, Trinida&-Samos y Gomez-Lorence, 1986).

Ademas, pese’a que el amaranto no es resistente a la sequia, una de sus caracteristicas que
flama la atencion cs la ripida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas, la que

se lleva a cabo en aproximadamente 20 minutos. Por-estas caracteristicas se considera que

es una planta tolerante a lé seduia. . ;
Por otra parte, se ha cﬁconlrado qué en ias héjas de émaf‘ahlo, dcspuég de S;:r sdtnciidas a6
horas de déficit hidrico con una solucnon de pohetnlem.hcol (PEG), Io qug conlleva a una
reduccion en su cantidad relativa de a&ua dc un 90 aun 70%. se produce un mcrcmemo en
los niveles de amonio y glicina belaina y en la actividad de las cnzimas glplamato sinlelasa
y betaina aldehido deshidrogenasa (Gamboa et ul 199]7;7 Valenzﬁéla-Smd y'MuﬁVCJz-TCIare's,

1994). Se ha sugerido que la esumulacnon de la fotorrespiracion en las etapas tempranas del

6




estrés produce el incremento de amonio que seria usado para la subsccuente sintesis q«.:
glicina betaina

£l culuvo dec amaranto se dcsarrolla mcjor cuando Ia temperatura es alta, alcanzando
cuando menos Ios 2 I°C con un opumo de lcmpcr'nur'\ para la germinacion entre los 16 y
35°.C, y su rapidez dc nmduracnon sc; mcremcma ‘cuando las temperaturas alcanzan el limite
superior de este’ imcrvélo. ‘l;as‘ ,cspcciesv A: hvpochondriaens y A éruentis’ 1oleran
temperaturas altas y . no resisten temperaturas bajas ni heladas; su crecimiento-cesa a los 8
°C y las plantas se dafian a tempcraturas inferiores a las -1°C (Flores Zenil. 1994). En los
altimos éﬁos. la supcl;ﬁcic de siembra en México se ha incrementado por su capacidad de
adaptuabilidad a la mayoria de las condiciones climaticas del pais y. sobre todo, por ser
tolerante a la scquia.

El amaranto por ser un cultivo de ciclo corto, tolerante a la sequia, con un alto valor

nutritivo de scmilla'y hojas (17% proteinas, carbohidratos asimilables, vilaminas,y

mincrales), y con muluplcs usos y formas de aprovechamiento se consndt.ra como. un

cultivo ahernauvo para muchos lugares donde hay escascz ¢ xrrc&,ulandad de lluvns y

donde, incluso, ‘se prescnxan prcblemas de abasto de ahmemos que aﬁ.clan la’ salud

poblacional (Florcs Zeml, 1994).;

1L1.3 Distribucién nacional
Como ya se menciond, ¢l amaranto es uno de los cultivos mas antiguos de América. En

Meéxico, la produccion comercial de amaranto actualmente se concentra ¢n cuatro regiones

productoras, de acuerdo con Trinidad-San}bs (IQQQ).i tbd;as cllas deﬂ‘t»cnrlpboi'alr_r,v
1. San Miguel del Milagro, Nativitas, San José Atoyotenco, y San Felipe Ixtacuixtla en

el estado de Tlaxcala.
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Fluazulco. Amilcingo, Jantetelco y Ameyulea en el Estado de Morelos.

w

Tulyehualco, Nativitas, Milpa’Alta'y Xochimilco en el Distrito Federal. -

4, Huaquechula, S‘a‘ntri‘ag,o 'I‘cclnl Y. l‘u!i:inQo del Valle‘en el Estédo de Puebla.

Recientemente, se ha’despertado - gran .interés por ‘su cultivo’ en varias partes del. mundo

Una de las carnclcrislicas mas impénanlcs del amaranto es, sin duda, su alto valor nutritivo

(Tabla 2). Las plamas dc amar'mto. adema;

s¢ pueden apro‘vcchAr dc mﬁltiplés 'l’ormus:
como grano, como vcrdura o como forraje. La scmllla prcscnla una 5ran vcrsanhdad
pud:cndose unllzar cn la preparacion de diversos alimentos y uenc adcmas, un prometcdor
potencial- de. utilidad - industrial, tanto en la- industria de Vlos allmcmos como en ‘la
claboracion de cosméticos y colorantes.

Técnicamente el grano de amaranto es considerado como un pseudocereal, yé ql;e tienc
caracteristicas similares a las de los granos de cereales verdaderos de las monocouledoneas.
Al igual que éstos, contiene cantidades importantes de almidon, con la dlferenma dc quc

éste se encuentra almacenado en el perispermo y el embrion ocupa gran panc dcl grano,

conformando asi una buena fuente de lipidos y también de proteinas. Sin cmbargo,f por ‘ser

una dicotiledonea, no es considerado como un cereal verdadero. Es importante sefialar que

estas caracteristicas de su estructura son importantes en la determinacion de las tecnologias
a utilizar en el procesamiento del grano. B
Diversos autores han reportado contenidos de proteina en amaranto que van de 15 a 17%

(p/p), pero su impormncfa no radica sélo en la cantidad sino en la calidad de la proteina, ya

8




(que presenta - un excelente balance de aminoacidos.. Por, su. compuosicion, la - proteina_ del
amaranto se asemeja a Id prolcma Idcdl propuum pur la F AO par-i Ia dllmv_nl.nclon humana,

Tiene un contenido lmporlanlc dc llslna. .unmoacudo esencial cn ld alnncnmcuon human:\ v

que comunmcnlc cs Imulnmc cn olroc c:.realce (Tabla .-

TABLA 1, I’erﬁl (lc :IllllllO:lcldQS

AMINOACIDOS AMARANTO ARROZPULIDO MAiZGRANO
ESENCIALES SEMILLA

Isoleucina (mg) 695.00
Leucina (mg) 1030.00
Lisina {mg) 970.00
Metionina (mg) 344.00
Fenilalanina (mg) 707.00
Treonina (mg) 676.00
Taptofano {(mg) 51.00 C
valina {mg) 842.00 ' - 408,00 .. - 461.00. . 1,016.(5;5
Arginina {mg) 1449.00 4.0 o 398.00 - 1257.00"
Histidina (mg) 451.00 ' ' 8. 627.00

Por ello, se han desarrollado técnicas para extracr de la semilla de amaranto concentrados
proteinicos de alto valor qﬁc pueden ser usados en la claboracidn de diversos alimentos
para elevar su valor nutritivo. Estos concentrados pueden sustituir a la proteina de la sova
que se utiliza en la claboracion de muchos productos que hoy dia ya son populares, con la
ventaja de un menor costo. Un uso. novedoso que se ha dado a estos cxtraé_tos es én la
elaboracion de mayonesas y aderezos bajos en calorias. Aprovechando las caracteristicas

aglutinantes del grano, se sustituyc la grasa que cominmente contienen dichos aderezos por




el extracto proteinico de amaranto. que da la consl stencia al producto. Otro producto que se
cncucnlﬁ en desarrollo es una ‘bcbida‘ de amaranto dcnominad;a V"ICCV"le‘dé nmamnlo". Esta:
bebida representa . una 6pcii)n. \'i_qblc Y mas -':conc')'n!icu bnra personas que  presentan
intolerancia a la lactosa, Promover su éonﬁtlmo. sobre todo - entre la poblacion infnmil
avudaria a clevar - el nivel numcmnal de la pobl.lcmn. particularmente la de escasos
recursos

El almidon es el componente principal en la semilla del amaranto. pucs representa entre 50
y 60% de su peso seco. El almidon del amaranto posee dos caracteristicas distintivas que lo
hacen muy prometedor en la industria; tiene propiedades aglutinantes inusuales y ¢l tamaiio
de la molécula es muy pequeito (aproximadamente un décimo del tamaiio del almidon del
maiz). Estas caracteristicas se pueden aprovechar para espesar o pulverizar ciertos
alimentos o para imitar la consistencia de la grasa.

Por lo general el grano es utilizado en la claboracion de dulces. llamados -“‘alegrias™. No
obstante. s¢ han hecho también estudios sobre su potencialidad - de utilizacion Coﬁlo un
complemento en la composicion nutritiva de harinas. La harina de amaranto se utiliza para

la claboracion de atoles. tamales. tortillas, gallelas. pastas para sopa.‘ polvopara bcbidas

instantaneas, cereales u hajuelas. pasteles. botanas, confites, pmoles, mermeladas )

budines. v s¢ puede mezclar con la harina de otros cereales como la del malz para

suplementacion de los productos (Trinidad-Santos y Gémcz-Lorence, I?S())

En el impulso a la industrializacion del amaranto no solo se ha pu‘.sto alencton al g,rano, va

que también las hojas pueden ser aprovechadas como verduras,y.‘ cuand la planla eﬁta o

madura, como alimento para ganado. El valor nutritivo de Ias ho_|as de amaramo ha 5|do
tambié¢n ampliamente estudiado y se ha encontrado que la ho;a conllene allo comcmdo de

calcio. hierro, fostforo ¥ magnesio, asi como de acudo n<c0rb|co Vll’ll"l‘lln'l Ay fibra. El
10




cultivo de amaranto para- aprovechar Gnicamente las hojas requiere mayor humedad! ya que

se ha observado que b'ljo condicioncs de déﬁcit hidrico las ho contienen altos niveles de

oxalatos y nitratos, qut. pu-.dcn n.ncr u;ctos ddvcrxoq para 14 nutricion humana o animal.
No obstante. al hervir la: hOja\ la conm_mr'\cmn “de estos compu‘.sms disminuye. Otro

proyecto unpor}ame; cs el S rrollo dc un'\ bcbldd " fibra dietética y laxante a panir de

las hojas de :una‘rz:mt'o'.

TABLA 2. Comparacié

las de uso ¢o
. \'acnoual dc N ‘lncmn Salvador / lblran 1997).

CARACTERISTICA AMARANTO SEMILLA ARROZ FULIDO MA‘Z AMARILLO FRIJOL PROMEDIO :

Porcién comestible % (p/p)

9200 " 100.00
Humedad % (p/p) 13180_ ﬁf, ..7.90
Fibra crudalg) 2200 430
Energia (kcal) o :'st_ig‘)p LT 332,00
Hidratos de carbono (g) 50" ) i 6150 N
Protainas totales (g) ‘ b :‘519‘.20 e
Grasas totales (g) 7.20 0 100 0 a0 et 180
Caicio (mg) 247007 : {158.00'¢ 228,00
Fostoro (mg) 50000 " 12350077 407.00
Hierro (mg) 3.40 0 T230 550
Riboflavina {mg) 032 ' 0os . o008 . . 014

Niacina {mg) 10070 a1 1.80 - 1.80 I 1.70

En resumen, el amaranto. llcne varns t’ormas dc uuluacmn y su consumo va dcsdc ta planta’

verde hasta la semilla toslada chld(‘l a cllo y a'su amplla vcrsaulldad se. ha con rudo en

un cultivo poxcncml en zonas con cscasa: precipitacion. Su uuhzacxon yra cn torno-a su




importancia alimentaria‘y a la gran cantidad de productos derivados que se han desarrollado

a base de amaranto,

ANMBIENTA.L

-1 l-STRI' y

1.2 RIESIN NCIA DE [AS PLANTAS
El estrés llnblc"ldl causa erdldai \l&nlhcallVdS de cosechas. Existen numerosos tipos de
estrés que con frecuencia son, L:pLCI‘ICOS para. una cosecha o ublcacnon determinada.
Dentro de los tipos de estrés amblcmdl mas iru:uuu s se encuentran: sequia, alia salinidad.
temperaturas cxtrcmaé. hipoxia :(ngqs;ccimvicllto :}:slringido de oxigeno en suclo

compactado). deficiencia de nutrientes minerales. toxicidad por metales, contaminantes., y

radiacién incrementada’ UV, La investigacion en esta area se lleva a cabo con la esperanza

de mejorar ¢l rendimiento de las posf:cllas'afeclhdas.

1L.2.1 Osmolitos compn

El estrés htdnco es qulzas Ia causa mas comun que ocasiona pérdidas en el rendimiento de

las cosechas y. a la vez, rcprcscnta “el: aspecto mas dificil de abordar debido a la fuerte

relacion que existe entre la (ransp:rac;on 'y 1a fotosintesis.

LLas numerosas rcspucsias al déficit 'hi‘drico son controladas por. un conjunto de genes con
funciones diferentes. Confcurme se pierde el agua de la célula vegetal, se inician una serie
de procesos reguladores que ajustan ¢l metabolismo a las nuevas condiciones. Algunos de
los genes inducidos por el déficit hidrico codifican productos que probablemente protegen
el funcionamiento de la célula. Los genes tipo /ea codifican proteinas de embriogénesis
tardia, cuyas funciones consisten en el secuestro de iones, la proteccion de otras proteinas o

membranas y la renaturalizacion de las proteinas (Dure, 1993). Ademas se han identiticado




otras  proteinas como . los  inhibidores - de’ proteasas, . las | proteinas de almacenamicnto
vegetativo, las ATPasas que regulan el ‘potencial osmaotico' y. compartimentali

iones, los canales de agua y aquaporinas (Bonhert ¢ «l.. 1995) v muchas otras, 'como se¢

muestra en la Figura 1.

Control de 1a transcripcion:
Factores de transcripcion;
metilacion DNA; estructura
cromatina; control ciclo
celular; prot. alta

Biosintesis de osmolitos
Prolina; polioles; iones;
aminas cuaternarias;

Balance de metabolitos
Relacion ATP! ADP:

Estabilidad mRNA
RNA-BP; RNAasas;
factores de ribosomas;
control de la

Recambio de proteinas
Ubiquitina; proteasas e
inhibidores;
chaperonas; proteinas
LEA; modificaciones

Vias de sefiales
Sensibilidad a cambios
hormonales; aceleracion
de la ontogenia

DEFICIT

HbRICO

transporte
citosolforganelo

Captura de iones
ATPasas; canales de K*
y transportadores;

canalas de ealein

Reparto ionico
Secuestro; transporte y
alamacenamiento/excrecion

Estabilidad mRNA
RNA-BP; RNAasas; factores
de ribosomas; control de fa

traduccion

Secuestro de iones
Compartamentalizacio;
membrana plasmatica

y tonoplasto;

antiporatdores Na+/ H

igura 1. Respuestas de las plantas at déficit hidrico. Los cambios fisiolégicos,

os ¥ moleculares ayudan a ia planta a mantcaer ¢l metabolismo y restauran

bioquimn

las condiciones que permiten el crecimiento bajo estrés (Bonhert ef al., 1995).




f.a respuesta bioquimica: mejor géamclcrizada.dc la célula vcgctalu‘mc ¢l estrés osmaotico,
producido ya sca por déficit ilidrico o bicr‘l.' alta salinidad o bajas temperaturas. es la
acumulacion de  solutos on_.-iuﬁcqs u‘ 'osmoprmccm'rcs. un  fenémeno conocido mz't's’
cominmente como ajuste osmético u osmoadaptacion. La osmoadaptacion involucra la
acumulacion intracelular (a través de la sintesis o captacion desde ¢l medio) de dichos
osmalitos organicos, los cuales no'interfieren con el metabolismo. Este fenomeno produce
una reduccion del potencial hidrico de la célula por debajo del potencial hidrico externo
debido a dicha acumulacion de osmolitos en el citoplasma. lo que promueve el movimiento
del agua al interior de la célula y. como resultado, se mantiene el potencial hidrico totat.

Las plantas acumulan una variedad de solutos benignos metabolicamente que en conjunto
se conocen ¢como solutos compatibles u osmolitos. Su funcion primaria es el mantenimiento
del wirgor, pero también pueden tener otros efectos protectores sobre las macromoléculas

en células deshidratadas. La acumulacion de osmolitos no se n.stnng,e a Ia< plamas, ya que

organismos como las bacterias y los animales tamblen uhhzan esta n.spuesta adaptallva,

especics ¥ en las plantas son compuestos néutrOS'n pHl:fisiologico ‘dentro.de los que se

incluyen aminoacidos como ia  prolina, - sales cualelfnarias de:amonio: ¢ mo belz{inas.

terciarios de amonio como dimetilsulfonioproplonntd‘( polioles como el gnccrol

manitol. sorbitol, pmnol y azucares como la sacarosa. trchalosa raﬁnosa y fructanos. Una

gran cantidad de estudios apoya la ldea dc quc la acumulaclon de prohna. bhcma betaina y.




otras sales cuaternarias’ de amonio puede ser importante en la adaptacion de tas plmjuas a
ambientes muy ﬂcu)\ o s«\llnosA . .

La sintesis de osmollms compaublcs no t0\|co= para Ias células pugdc. rcdumr al maxlmo el
dailo a proteinas y, a otras moleculds causado por dd'cxt de agua. Los soluto% compatlbles
en plantas gcncmlmcnlc"rsc,prcscn(angn cantidades altas én el cnoplasma de las células
(Hall er-al., I‘i7$). ya k|(;'c de ‘no_sc'r, asi ‘no “sérian. lo. suficientemente . efectivos para
comrurrcémr el cslrés ‘osmético/(\'\"'n. ancs u) uyyl.. 1977). Para esto se requiere que estos
solutos compatibles sean los prmclpalc% que se :iéﬁ;!llllél] en el citoplasma y que los solutos

toxicos no compmlblcs (como los iones mor!,amcos) sean ﬁn.cuc:tr'ldos cn vacuolas (Hall y

al., 1978).

En la aliima década, sc han producndo plamas tran:gcmcas en’ las cuales ocurre Ia

sobreacumulacion_ de osmolitos (por. chmpIo de prollna) [ cn las que la habllldad para :

acumular osmolitos no estaba prcc.emc antes dc ser mtroduc:da Los rcsultados sublcrcn quc

los osmolno*» compdubles pucden mc_;orar cl crecxmlcmo dc In phnla dumnle -estrés

n

2 Glicina betaina e .
L.a glicina betaina (GB) debe su nombre al productor mas conocido de este compuesto, la
remolacha azucarera. En I866 ya se habia aislado GB a partir de este vegetal. La remolacha

azucarera * contiene - 1:1,5% (peso seco celular) dt- GB dependiendo de la fase de

crecimiento (Nyyssoli, OOI) Actualmcnle GB s

a partir de molasas de remolacha azucarera (l lclkklla eral., 1982 en Nyyssola, 2001).

producc por scparacion cromatogratica

n




Quimicamente. la glicina betaina es.un derivado VAN metilado de la glicina (Fig. 2).
Posce las propicdades de un soluto compatible ideal. Su masa molccular es relativamente

baja (117.15 @/ mol) ¥y es altamente soluble en agua (1.6 g/ ¢ H20). La glicina betaina es

una sal cuaternaria de amonijo, por lo que tiene una carga positiva pero a pii fisiologico su

cargn neta es cero porque su grupo carboxilo esta desprotonado

CH3 H o

N ! =
CH; — N*—C —C
- ! N

CH; - o-

-trimetil gl

a).

Figura 2. Estructura quimica de la glicina betaxina (4
l.a glicina betaina es sintetizada por una amplia variedad dz especies. Entre cllas se
encuentran  plantas superiores, bacterias. algas y animales marinos. De las. familias

dicotiledoneas en que sc ha reportado acumulacion de glicina betaina - se encuentran:

Chenopodiaceae, Amaranthaceae y Portdacaceae (Carophiytialesy, Malvaceae (Malvales),
Convolvildaceae y Cuscutaceae (Polemoniales). Compositae. Plumbaginaceae, Gramineae.
Legsuminaceae (Weretilnyk y Hanson, 1989).

La ruta de biosintesis de glicina betaina a partir de serina que se ha demostrado en csp?‘t’\aca
es la que se muestra en la Figura 3 (Coughlan y Wyn Jones, 1982). GB se sintetiza a partir
de colina via betaina aldehido en dos reacciones consecutivas calalizadas:por las enzimas

colina monooxigenasa (CMO) y betaina aldehido deshidrogenasa (BADH); “

Colina monooxigenas BADH
Colina ————— #  betaina aldehido ——— - glicina betaina




Figura 3. Sintesis de glicina: betaina-sin la participacién de grupos fosforilados. st

via se.demostré en espinaca (Coughlml ¥ Wyn Jones, 1982).
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Algunas bacterias convierten .colinaa’ glicina betaina en. una reaccion. de un sélo paso
catalizada por-una enzima bil’unéional, lf:l colinav oxidasa. El gen Cod A, que codilica la
colina oxidasa de Arthrobacter gl{)h[ﬁ;rlni.\‘, ha sido expresado en Arabidopsis, especie que
de forma natural no acumula bctainavaldehido. El gen contenia ademas una secuencia senal
para cloroplasto. La cdnccmraciéu pi’omcdio de GB en la hoja de las plantas transtormadas
fue baja. pero si se analizaba cSclusﬂ/émcnle ¢l cloroplasto. era de 50 mM, la cual se acerca
a una concentracion osméticamente significativa. Las plantas transgénicas. analizadas
mediante totogratias v la medicion de su longitud. fueron mas tolerantes a NaCl y a luz
continua a 5° C (Hayashi ¢7 «/., 1997). Existen reportes de que la expresion de lia BADH de
Arriplex hortensis en arroz incrementa ¢l contenido de GB vy la tolerancia a la salinidad.
También se ha documentado que la aplicacion de GB mediante acrosoles foliares mejora el
crecimiento de tabaco en condiciones de déficit hidrico, tanto en experimentos de
laboratorio, como en cultivos de maiz, sorgo y soya en el campo con baja actividad de
agua, Cabe destacar que ademds ‘del incremento en la:biomasa. se obtuve un mayor
rendimiento en granos. Estas intercsantes observaciones requieren mas investigacion,
quizds. para descartar la posibilidad de que cl ﬁnpremcniq en el crecimiento fuese causado
por un “abastecimiento " mejorado ~de nitrogeno. Contrario .a esto,. GB exdgeno es
aparentemente, toxico para Brassica rapus, -una pla‘nla que no acumula este compuesto

{Gibon ¢t al.; 1997).

La enzima BADH de hoja df; axx\yzxyrant’6 (E‘; 1.2’,i8) cs igualmcnté cﬁcic‘nu‘: en la catalisis
de la oxidacion d‘el 3-dVi‘m'clilsﬁlqurnioﬁré;iri(mald‘chido a DMSP,F un soluto compatible de
menor distribucién que GB (qutcchové et al; 1997). La BAle de remolacha expresada
en tabaco transgénico lamlﬁc’n ha presentado actividad deshidrogenasa hacia el 3-
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dimctilsulfonioproprionaldehido ©y - otros  dos aldchidos, lo que nos  proporciona una
perspectiva q; (]ll}." ira'Bz§Dll de cicnz'\s plantas es una enzima multisustrato (Trossat et al..
1997). L

La expresion dc I'a‘ AQAD»H pucéd(. estar ‘mas ampliamente distribuida que la acumulacion de
GB: L"d‘B.;\l)H sé expresa en arroz (no acumula GB) v ¢l gch de arroz tiene una ala
humolbgia con ¢l gyen de cebada, una especie que si acumula GB. A diterencia de la BADH
de las plamtas que acumulan GB. la cual se localiza en cloroplasto, la enzima de arroz se
localiza en los peroxisomas. Al abastecer con BADH a las plantas de arroz se incrementa su
contenido de GB, y con base en evidencia fotogrifica, se mejora el crecimiento de las
plantas bajo alta salinidad (Nakamura ¢/ «f., 1997).

Ademas de su interés agronomico, la GB y sus sales tienen usos comerciales en productos
dentales, farmacdéuticos y cosméticos, y especialmente como un ingrediente del forraje. En
células animales. GB actua como un osmoprotector ¥ como un grupo donador de metilos.
Por ello, es atil en la metilacién de-la homocisteina para dar lugar a la metionina ¢n una
reaccion en la cual se forma dimetilglicina. La metionina sintetizada puede entonces usarse
como un grupo donador de metilos en todos los organismos. Uno de los grupos metilo de la
dimetilglicina sc emplea en la metilacion posterior del metiltetrahidrotolato. el cual puede
entonces también usarse en la sintesis de metionina a partir de homocisteina. Debido a estas
reacciones, la GB provec una mancra cficiente de abastecer grupos metilo en la dieta
(Nyyssolid, 2001).

Durante la fermentacion. las altas concentraciones de sustratos que s¢ mancjan en el medio
pueden ocasionar estrés osmotico y se ha visto que GB puede aligerar el estrés osmaotico de
algunos microorganismos industrialmente importantes (Nyyssola, 2001). El hecho de que

GB funcione como un osmolito compatible le da la oportunidad de ser utilizado en la
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industria de la fermentacion. De hecho, GIB se vende comercialmente . para. este  fin

(Nutritism'™, Danisco Corp.) (Nyyssola, 2001).

IZntre los osmolitos compatibles de importancia ademis de GB se encuentran la trehalosa y
¢l manitol. La trehalosa es un efectivo protector contra -la dcsecacién en - animales y.
microorganismos, pero es raro en plantas vasculares: con :la cx'ccpcié‘l},du;:unas cuantas
especies tolerantes a la desecacion. Por su"panc. el manitol cs a’cﬂmuladd ;:mr una gran
variedad de especices en respuesta a la sequia y a la salinidad. Sc ha sugerido que los solutos
compatibles. incluyendo el manitol. podrian ser antioxidantes al “atrapar”™ radicales
hidroxilo (OH) (Smirnoft’ y Cumbes. 1989. Orthen ¢r af.. 1994), tisto puede ser
significativo para las plantas expuestas a sequia v alta salinidad ya que existe una solida
cvidencia de que la generacion de especies reactivas de oxigeno se increnweenta bajo tales
condiciones (SmirnotY, 1993; Bichler y Fock. 1996). Esto sugiere que los osmolitos podrian
tener. de hecho, multiples funciones v podria explicar los efectos protectores observados a
concentraciones osmoticamente insigniticantes. No obstante, GB no acttia como atrapador
de radicales libres, papel que si pueden jugar otros osmolitos como prolina (Smirnoft,
1993).

Una gran parte de los osmolitos compatibles mencionados son sintetizados cn plantas. La
proteccion contra ¢l estrés por parte de la GB se ha considerado como una evidencia que
indica que la introduccion de la sintesis de GB en plantas puede usarse para mejorar su
tolerancia a la sequia v salinidad. Por ello, los efectos protectores de la GB en plantas han
sido ¥ son de particular interés. El uso de plantas transgénicas esta proveyendo informacion
nueva sobre los papeles fundamentales de antioxidantes y solutos compatibles en células

sobrevivientes a condiciones extremas. Sin embargo, se requieren mas estudios en esta area
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de investigacion. ya que una-enzima tan imponante a cste respecto como la BADH, ain no

se ha caracterizado lo suliciente.

11.3 LASN ENZIMAS A LDEIDO DESHIDROGENASAS

Las cnzimas aldehido :deshidrogenasas se  encuentran  distribuidas en toda . la escala

filogendética desde las bacterias hasta los mamiferos. La variedad de sustratos que aceptan

las ALDH incluve no solo aldehidos alifaticos s aromaticos. sino también aldehidos 2-

halogenados, 2-hidroxi v 2-enoico.

// ALDH

1
HA + R — ©
1
H

NAD(P)"* NAD(P)H

urn 4. Reaccion general de tas aldehido deshidrogenasas

Las enzimas ALDH se clasifican en diferentes categorias de acuerdo a ciertos criterios. En

las ALDHs clase | el agua participa como reactante en la reaccion de catalisis. Cuando A

(F

. 4) representa un tosfato, arsenato o un mercaptano, la enzima se clasifica como de ia
clase 11. La clasc 111 se ha reservado para las cn;éimas quc‘combinan algunas de las
funciones antes mencionadas (Jakoby. 1963). Otro criterio dc‘clasiﬁCacién se refierc a su
compartamentalizacion celular, y se denominan: clase I, citosdlicas; clase 11, mitocondriales

y clase I, microsomales y tumorales (Lindahl y Hempel, 1991). Existen también ALDHs




que requieren un sustrato  especifico, cmré las "que; encontramos’ a . la semialdchido
deshidrogenasa del succinato (Niégﬁmnn et ynl.’, ,199‘2).‘:19 s?lyiiéldqhido‘dcs_hidrpgenasa del
glutamato  (Krzywicki of /. 1984), asi conﬁq Ja bct:iinz‘: : aldcliido dcsHi‘dfogcnasa
(Nagasawa ¢7 a/., 1976: Falkenberg ¢fal., I990)A ‘

En 1949 por primera vez se demostro la c\lsu.nma dl.. una ALDH cn cl hlbado de bovino
(Racker, 1949). No fite sino hasta 1970 cuando se purlhco por prlmcra vc/ una ALDII de

a dc un. man' ero (l<c|dm'm Y.

levadura v hasta 1972 que esta meta se logro con:la en

Weiner. 1972).

L.a primera sceuencia de aminoacidos de una’ .-\LDH se Conocxo en’ |984 (Hempel el uI

19841) y es gracias a estos estudios de secu;ncmcuon a mvcl prol
o los cDNAs que codifican estas enzimas, ' que. ac(ualmcnt

aminoacidica de mas de 200 ALDHs de amm'\lcs. hong,os.

(Perozich er al., 1999). En un principio se comparo un péqucﬁq nimero de estas scéucncias

(solo 16), encontrandosce que de aproximadamente 500. aminoacidos! qu confon‘nan ‘una

subunidad, tnicamente 23 estan conservados (Hempel er al.:: 1993), al_x,unos de éstos

podrian ser componentes del sitio activo.  Hasta ahora, se han ahneado alredcdor de 200
secuencias aminoacidicas y se han descubierto 10 motivos conscwados quc conucncn todos
los residuos completamente conservados. asi como la mayorla ‘de Ios reslduos que estan
presentes cn el 95% de las secuencias comparadas. La alineacion de las - més’de 200
secuencias se ha utilizado para crear una filogenia genética. ’ :

l.os estudios cindticos realizados con distintas ALDl-ls'}s‘eﬁValan»qyl;c‘niuchas de estas

enzimas tienen un mecanismo cinético ordenado. en el que el nuclcoudo es. el primer

sustrato (Weiner ¢f al., 1995). El mccamsmo qunmlco que sc ha propuesto para explicar

como funcionan las ALDHSs consiste en una catahsns covalenle en donde se realiza un

¥
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ataque nucleofilico del grupo tiol de un residuo de cisteing conscrvado sobre ¢l carbono del
grupo carbonilo del aldehido, para que después el tiohemiacetal formado sca oxidado a un
tioéster (Weiner ¢f al., 1995) (Fig. 5). El sitio activo posce una base general que ayuda en el

proceso de desacilacion del intermediario tioéster.

tntermedlario tiohemlacetal
tetrahédrico

HB"

RCOO"+:
W

%
7. NAD(PIH >

Los estudios de mutngéncsi;diﬁgidé a“un sitio cspc;:iﬁco realizados con la ALDH de
mitocondria de higado de mamifero indicaron que la cisteina 302 es el residuo nﬁclcoﬁlico
del sitio activo y que el glutamato 268 es la base general necesaria para Ia activacyién inicial
de la cisteina 302, mas que para la desacilacion antes mencionada (Farres ¢r uI;, 1995;
Wang y Weiner, 1995). Otra investigacion mas reciente, utilizando también énélisis de

mutaciones sitio-dirigidas, muestra que los cambios en el glutamico 399 y en la lisina 192,
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que se enlazan-a los anillos de la ribosa acl nucleotido (Slciu\x]lclz er al., 1997). provocan
que el paso limitante de la ALDH dé 1a ‘mitocondria' de higado ‘dye hgmamno» cambie de ser la
desacilacion a ser la lrar;sfcfcnéiaj del hidruro desde él kiohcmﬁcelél al nuCIcétido oxidado
(Sheik er al., 1997) Eslos dos aminoacidos parecen estar mvolucrados en Ia estabilizacion
del estado de transicion a través de su union con la ribosa (N| er ul 1997).

En los altimos aﬁos‘l‘umbién s¢ han determinado las eslrucluras lridimensionales de algunas
ALDHSs: .»\LDII de bovino, un tetramero (Liu ¢f «al., 1997); ALDH 3 de rata, un dimero v
ALDH 9 de bacal;lo, un tetramero con actividad BADH (Johansson ¢r af., 1998). Se ha
encontrado que a pesar de que difieren en sus estructuras primarias y cuaternarias y en el
tamaiio de su subunidad, todas ellas tienen una estructura tridimensional similar. Estas
cnzimas poseen.tres - dominios .distintos en cada subunidad: un dominio de unién a la
cocnzima quekticmvz ur;a éstructura o/f con un blegamicmo de tipo Rossmann, un dominio
catalitico que ‘une al suslrato aldeh|do el cual ncnc un plegamiento similar al de la parte

central del dommlo de umon a la cocnztma ¥ un domlmo de ohsomm.nzacnon quc puede ser

consxdcrado como una cxtcnsmn dcl dormmo de umon a Ia cocnztma Sm cmbarso, las dos

enzimas tclramcncas (ALDH yr 9) dlﬁercn de Jla dlmcrlca (ALDH ) en la forma en que

unen ¢l \!.»\D(P)
I.a anica cslmCtura que se conoce dc enzimas con acuvndad BADH es Ia de la BADH de

higado de bacalao,: que.es smnlar a las de las otras ALDHs conoc:ldas y se muestra en la.




Dominio de union ala
coenzima

Dominio
de oligomerizacion

Dominio de unién a sustrato

Figura 6. Organizacién de los dominios de un monémero de la BADH de higado de

bacalao (Johansson cr al., 1998).
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114 Iflfle INA ALDEHTDO DESHIDROGENASA
Una ALDII cuyo papel es trascendental en la adaptacion de organismos al estrés ambiental
es la BADH (EC 1.2.1.8 betaina aldebido: NAD" osidoi‘cducmsa). Esta enzima se involucra

en la sintesis de GB, catalizando la siguiente reaccion:

GHy
. CHrN-CHyCOH - -
Ehy

Figura 7. Reaccion catalizadn por In enzima betaina aldehido deshidrogenasa.

La expresion de BADH en L. coli se n.ﬁumula por el eslres ‘osmético (Styrvold et al., 1986).

£n plantas, la o\lddcmn de la colma hasta ghcm

etaina’ se reahza _en cl cloroplasto

(Hanson "¢z al., 198>) La aphcaclon de’un de drlco alas’ hojas de ..

Ivpochondriacus, L. produce un mcremcmo cn Ia cuvxdad de la BADH desde niveles no
detectables hasta 1. unidad por m5 vdcl: prolcma (Valenzuela-Solo y Muﬂoz Clares, R.A,
1994). Por otro lado, la ‘salinizacion gradual de las plamas de Spinucia oleracea lleva a un
aumento del 300% cen csia acli;/idad (\\’eigcl etal., 1986). Consistente con estos resultados.
¢l RNAm y la proteina BADH también sc acumﬁlan en 8. oleracea bajo tension salina
(Werctilnyk y Hanson, 1989) y en A. mypochondriacus en respuesta al déficit de agua o
altas concentraciones de NaCl (Legaria ¢s al., 1998). En plantas de Hordeum vulgzare, en las
que la salinizacion produce un aumento de tres veces en la actividad de la BADH (Arakawa

el al., 1990), ¢l incremento en los niveles de esta proteina se da no sélo por la adicion de
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NaCl al medio de crecimiento sino también por dtéﬁcil hidrico provocado por la presencia ‘
de polietilénglicol (Arakawa el ul.‘, I?DZ). . ‘ )

Despuds de analizar y' conﬁpz’xrar la 4sccucnciu de 11 enzimas BADH de diversos origenes
mediante un programa. de cémputo, se han encontrado que 89 residuos de. aminoacidos
(17.8%) de los aproximadamente 500 que conforman la subunidad de estas enzimas. estian
conservados ( Velasco-Garcia, 2000). Entre estos 89 residuos de aminoacidos destaca una
region de 10 residuos altamente conservada Val-Thr-Leu-Glu-Leu-Gly-Gly-Lys-Ser-Pro,
asi como también un residuo de cisteina localizado a 34 residuos de este decapéptido
(Weretilnyk v Hanson., 1990). que se consideran parte fundamental del sitio activo de la
enzima ¥ del sitio de union al cofactor, asi como los residuos que estabilizan el estado de

transicion de la BADIA.

11.4.1 Propiedades moleculares
Las BADHSs de plnmés que han sido caracterizadas son homodimeros, compuestos de dos
subunidades derivadas ae un mismo gen nuclear (Weretilnyk y Hanson 1988). La longitud
del precursor ﬁo ;;rocesadé de.la BADH de amaranto es de 501 aminoacidos y tiene una
masa molecular de 54 503 Da (Legaria ¢f al., 1998). Por similitud con otras proteinas que
se dirigen al cloroplasto se ha sugerido que los aminoacidos del 1| al 7 constituyen el
peplido de transito, aunque no se ha podido secuenciar la region N-terminal debido a que el
primer residuo de aminoacido de la proteina esta 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 dominios: dominio catalitico, dominio de unién a NAD(P)' y dominio de asociacion.




figura 8. Secuencin de aminoicidos a partir de cDNA de 1a BADH de hoja de A1

hypochondriacus L. (Legaria ¢r al . 1998).
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El mecanismo de reaccion de. Ia BADH dc amaramo s¢ prcscma en Ia Tn.ura 9, En analog,na

con todas las ALDHs cstudladas la c:slema cscnctal (C)s‘ 794) rc.xlwa un 'uaque

nucleofilico sobre el sustrato ’aldchido formando un mtcm!edlano covalente,_ un

tiohemiacetal.




Figura 9. Mccanismo de reaccion propuesto de a BADH de A liypochondriacus L.,
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A diferencia de las ALDHs de higado de mamifero han sido ampliamente cstudiadas. Sin
embargo, son pocos los estudios cinéticos que se han realizado con la BADH de plantas y
microorganismos.

Sec han reportado tres diferentes mcéanismés para Ias: BADHSs de diferentes fuentes:

< Ping pong para las enzimas _dé . erichia coli (Fall\jcnbcrg y Strom, 1990).

< Iso Bl BI ox"dcn’zvléi'o»én'cs‘l:zid& esiécior;zirio pbar,a; las enzimas de hojas de amaranto (Fig.
10) 'y de rifién 'dc cc‘rdo (leelizﬁéla;Solo v Muiioz-Clares, 1993. Figueroa-Soto .y
Valenzuela-Sold, 2000), que se convierte en Bl Bl al azar en estado estacionario a altas
concentraciones del sustrato aldehido (Vojtechova ¢f al.. 1997).

«* BI Bl al azar cn el estado estacionario para la BADH de /. acruginosa (Velasco-Garcia
er al. 2000). ‘

l.a enzima de amaranto. al igual que la ALDH de mamifero, presenta un:- mecanismo

ordenado en ¢l qué el NAD"' ¢s el primer sustrato en unirse 'y el: NADH es ¢l altimo

producto en disociarse de la enzima.-Sin embargo, en forma diferente a todas las ALDHs .

estudiadas, el mecanismo cinético de la BADH de 4. hypochondriacus es de tipo lso, cn el

que existen dos formas interconvertibles de la enzima libre, que uncn al NAD™ y al NADH

respectivamente (Valenzuela-Soto y Muiioz-Clares, 1993). Por otra parte. se ha encontrado -

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

sustrato aldehido a la coenzima oxidada (Mufioz-Clares y Miijica-Jiménez, 2001).

En el caso de los mecanismos lso, ¢l paso de la isomerizacién de la enzima libre se ha
propucsto con base ¢n tres observaciones: la adicion ordenada de los sustratos a la enzima,
siendo el NAD" el primer sustrato en combinarse, la irreversibilidad de la reaccion y la

inhibicion no competitiva del NADH frente al NAD™,
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aranto: Iso Bi

10 cinético propuesto de ia BADW de ¢

Figura 10, Mecan

Ordenado en Estado Estacionario (Valenzucla-Soto ¢r al., 1993).

NAD" BA GcB NADH
ko1|k-1 k‘t_z koal‘k_g K .4 k .4
K s
E E.NAD' E.NAD'BA E'.NADH E »E
E.NADH.GB k.s

Ll andlisis de la cinética de la oxidacion de la betaina aldehido catalizada por la BADH de
amaranto dependiente de NAD ', a bajas concentraciones de sustrato, nos indica que sélo
un producto, NADH, produce inhibicion. El otro producto de la reaccion, GB, no inhibe a
la enzima significativamente incluso a concentraciones tan altas como 10 mM. Inhibiciones
apreciables se logran in vitro sdlo a las concentraciones elevadas que llcgan a alca[\zarge
bajo condiciones de estrés osmaético, del orden de 200-400 mM. El NADH ‘si_es un.
inhibidor, pero no parece tener relevancia fisiologica, dada su afinidad por la enzima'y las
bajas concentraciones de este compuesto en el cloroplasto (Muﬁoi-Clarés erﬂjica—
Jiménez, 2001). :

Este es uno de los p;)cos caso‘sr‘zyzonocid'os de mecanismos [so, lo que es de gran iniprés
tedrico, pero Vhast‘g:vl‘a’fv“ech‘a: ‘se'@:’lc‘sé‘oﬁbc‘:e $u Signiﬁcado o relevancia ﬁsiolégica, Tampoco
se sabe si, existe algunm ca"ni‘sl'.bn"n:;: 'r'egulad'ovr» de esta_enzima. Puesto quc la reaccion

catalizada “por la - BADH es ‘irreyersiblc (Valenzuela-Soto y . Mufioz-Clares, 1993,
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Valenzuela-Soto  y. Mufoz-Clares, 1994). sc ha propuesto que. podria ser un

punto
importante de regulacion de la sintesis de GB a nivel fisiologico.
LS5 AI(JI)II‘ICA(.I()N ()UI‘\IICA ‘DE I’R()I‘l'l/\ 185
Las enzimas rv.prt.c.z.nl.m una d:_ las mas dwc.rs‘ t S b:omolv..culds prcscm en

los orymt\mo& Su cspc.cnhcndad y sus. mcc'\nnmos dc accmn ) d reuulacmn constituyen

un amplio campo.de |nvt.stuyxcmn Su csluduo pucdc. abordarse dcsdc dlh.n.meﬂ puntos de

vista, por ejemplo: el cinético, ¢l uaructural y el u.rmodmamxco Un estudlo dclallado dc la
funcion de los residuos importantes en la cmahsn v union’ dc Il;,andos de una cnzmm
involucra su modificacion. Hay dos formas de modtﬁcar una enznma sc puede allcrar
racionalmente el gen que la codifica por mutagénesis-sitio dll’l!,lda. o blen se puede acluar
quimicamente sobre la proteina. alterando especificamente las cadgngs laterales ;je algunos
residuos por modificacion quimica. La mutagénesis dirigid& €e7 h; diiliﬁdﬂ»pi‘iﬁcipﬁéﬁngnle e
en la identificacion de los sitios ligantes o cataliticos de las éhzimés '3;',","'“ clr z@hélisisi Vde su
funcion. La modificaciéon quimica es una herramicnta ppdci’osa que se ha utilizado para
mapear sitios ligantes de las protcinas y es una técnica que nos permite obténcr informacion
valiosa acerca de una proteina, incluso cuand‘o ﬁo conozcamos Ni su estructura ni su
secuencia. Actualmente, la mutagénesis dirigida es la técnica mas empleada en estudios de
correlacion estructura — funcion: sin embargo, en los ultimos afios se sigue mostrando que
ia maodificacion quimica es un érea activa ya que todos los ailos aparecen métodos y

reactivos nuevos (Montero-Moran er al., 2001). La mutagénesis dirigida y la modificacién

quimica tienen una diferencia esencial. La primera nos permite crear una enzima mutante




que se podra comparar con la enzima silvestre. La moditicacion quimica también nos da
una enzima modiﬁcada. pero nos da una inibrmacién ndicional‘quc sucle ser la mas valiosa,

la cinética de la rc,accnon dc.. nmdlhcncmn v.|uv. mdlca Ia reacnv:dnd dc:l brupo dLl rv.slduo de

aminoacido modificado. Esta se puedc, <.slud1a| mu.mms lranscuru |d reaccuon Y. nos pucdc.

dar . mucha informacion sobre el papel dc este r&.snduo en Ia tun lon dn, la protcma

pamcularmcntc si'se trata de un residuo cmalmco. £ I éxito d&. Ia modlhcacmn qulmlca cs’

llegar a producir un cambio en alguna propiedad dc la’ enzima que puuda corrclac:onarsc
con ¢l papel funcional de un residuo especifico.

En concreto, el uso combinado de fas dos téenicas, mod:hcacmn quimica y mutagénesis

dirigida, aunado si es posible a buenos datos cristalograficos, puede ser la l'ornm mas

completa de dilucidar la relacion estructura-tuncion de una enzima,

gran variedad de reactivos - quimicos. para . (‘»o‘i'mar: enlaces covalcmes En Scneral los

reactivos ticndcn -a ‘ser 'no"cspeéiﬁco’

importancia, o 5| la mhlblc n es tranﬁnorla dcbldo a que la modlfcamon quxmlca fuesc de

caracter reversible.
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El objetivo de esta 'técenica de festudio de proteinas es modificar residuos de’ forma
covalente, va sea para abtener .y provt:;:r informacion mecanistica. o bien para prod(ncir
alteraciones de la actividad. ,\dcnu‘ns, se conocen diversas aplicaciones de csm’(écnica; por
citar algunos cjemplos tenemos: la medicion del grado de exposicion . de grupos de los
residuos de aminoacidos de las enzimas a los disolventes; 1a medicion de IQ§ \,;alprcs ka" v
estados idnicos de los grupos reactivos a partir de la dependencia de pH ‘de .sus
reactividades, el establecimiento de los grupos que son importantes en la catalisis al notar el
efecio de la moditicacion sobre las velocidades de la reaccién y la inhibicion irreversible de

la actividad por modificacion quimica.

1L.5.2 La reactividad quimica de los residuos (lc ciste na

Los principales grupos quimicamente reacuvo% en Ias prolcmas :on uuclc:gflnv Estos son

generalmente los mismos grupos que se encucnlran ‘en: Ios sil os activos-de las enzimas v

que son responsables de la catalisis. Por cnar algunos, lengmos' el :grupb hidroxilo'del

residuo de serina (serin . proteasas, colmestcmsas. X : pasas) y el grupo llol del

residuo de cisteina (proteasas, aldehido dcshldrobcnasas) El 5,rupo lmxdazol del restduo dc

histidina generalmente . funciona como 'un calahzador ac:do ‘-1 base quc lncremcma 1a
nucleotilicidad de los grupos hidroxilo y tiol, pero algunas vcces actaa proplamcnte como
un nucleodfilo con ¢l grupo fosforilo en la transferencm de fosfatos. Estos nucleol’los son
ademas reactivos cn diferentes grados hacia clcclrohlos suavcs. por consecucnc:a. la
mayoria de los reactivos que se usan para modificar bqul;mica‘meni’é a_ las. protecinas son
electrofilos. El grupo tiol de los residuos de cisteina. es el nucleodfilo mas 'potente de los tres

mencionados.




En realidad es el jon tiolato (S7). no la forma tiol (-SH). la especie que es reactiva como
nucieofilo. por lo que. la rcaclividad del rcsiduo de cisl&ina cmya/lk.ili.co csté determinada,
ademas de . por su accuslbllldnd al xolvt.mc por la’ l'r'n.cmn del nol qm. esta presente en'la
tforma de tiolato. y por la l’LdCllVld"ld mlrmecca dc este nolato.,Las dos ulumcvs tactores
dependen de la basicidad del. grupo. tiol, cs,dccir,dc'su pAer. El valor de pl\’a del tiol del
residuo de cislcfna libre es de 8.9. porla que, d‘c sér éste ¢l del residuo de cisteina catalitico,
las enzimas mencionadas 5nlcriormcnlc no serian activas a valores de pH fisiologicos. Se
requiere por lo tanto que el grupo tiol del residuo de cisteina del sitio activo sufra una
activacion inicial para que csté presente en la forma de tiolato. Esto implica que ¢l ambiente
del sitio activo esté disciado de tal manera, que la cisteina catalitica sea accesible y que su
pKa esté considerablemente disminuido. Los estudios de modificacion quimica realizados
con la papaina revelaron que una forma de activacion quimica del tiol del residuo de
cisteina esencial, es la formacion de un par ionico con un residuo de un aminodcido cargado
positivamente (Polgar. 1976). Este mecanismo de- activacion del tiol catalitico. se I;a
cncontrado  posteriormente en otras cnzimas, como la betaina aldchido deshidrogenasa
(Gonzailez-Segura er al., 2002). La formacién de pares ionicos provoca asi una dismir{u‘cién
de varias unidades de pH cn el pX, del tiol y, por lo tanto, a los valores de pH del niedib

intracelular y extracelular el residuo de cisteina catalitica estd mayoritariamente en_forma -

de tiolato. La localizacion del residuo de cisteina nucleofilica en el extremo amino:terminal

de una alfa hélice es otro mecanismo usado por las enzimas para disminuir su pKa,‘ya que

las cargas parciales positivas del dipolo-hélice estabilizan al uolato Otro mccamsmo de

activacion de los residuos de cisteina catalitica, descrito en una aldchldo dcshldrog,cnas&

utiliza a un grupo carboxilo de un residuo de glutamico .que. toma’ el “proton ‘del tiol -

convirtiéndolo en tiolato (Wang y Weiner, 1995).




La capacidad del grupo tiol para donar le..t.lrolu.\ y para oscilar entre un Lsmdo reducido (-

Si1) y diversos estados oxidados, le pcrmnv. a este residuo pan:cnpar en muchos aspu:tos dc.

la estructura y tuncnon de las prolcmas. Asi, los rcs-duoﬁ dc cn;le Ju(. an un pap‘_l

importante en la establlldad en el plegamiento, en la union: dc melalcs. én Ia catali

enzimitica y en la lfcgulacién dela ac\ivndad proteica. Los dit’crqmcs cstfldqs Vdc’oxldamén
del grupo tiol de los residuos de cisteina son ¢l acido sulfénico (-Sdl~i). el 'z'\crido‘ sﬁli‘miéo
(-SO:H), el acido sulfénico (-SOxH) y el puente disulturo (-S;S-). La éxic’laci()’u a acido
sulfénico y la que conlleva la formacion de un puente disulfuro c..:mrc dos ‘residuos de
cisteina pueden ser revertidos por agentes reductores, mientras que los étros dos cstadés de
oxidacion. acidos sulfinico y sulfénico, no pueden ser reducidos a_cisteina (Fig. 11). El
acido sulténico es muy inestable y, si no se encuentra en un anlbien;c a‘pryopi:ido que lo
proteja de la oxidacion posterior, facilmente se oxida i}rrev'ersiblememe'”;a sulfinico o

sulfonico. o forma un puente disulfuro si esta cercano a otro tiol (Denu y Tanner; 1998).

.53 Rcucli\'os cspc cos de grupuc uol

enzimaticos., mctabohcos o

grupos tiolcc.‘Como ya se. ha mcncnonado, cl 5rupo —SH prontamcnte dona parcs de

clectrones'y por ello cs uno de los bmpos dc Iaﬁ enzimas mas rcachvo para Ia formdclon de

cnlaces covalcmcs.

Las reacclonce. dc la mayona de reactivos eﬁpccmcos de 5rupos tlol con ozros uolcs
dependen del - pH y esto indudablemente sc relaciona con la ionizacion ‘de: ambos, el

reactivo especifico de tioles y los grupos sulfhidrilos de la enzima.
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Figura 11. Estados de oxidacién del grilpo.liol dela ;




1.6. DISUL FIRAM

11.6.1 Generalidades
21 disulfiram (tetracetiltiuram disulfuro o bis|dietiltiocarbamoildisulfuro) es considerado un

reactivo moditicador de grupos tioles debido a-su naturaleza quimica.

CH,CH,, S
N-C’ S CH,CH,

CH,CH{ S” C-N

2 ~
s*" cH,CH,
Figura 12. Formula quimica del disulfiram (Shen ef al., 2001).

El disulfiram (DSF) es una sustancia que desdc hace 50 afios se utiliza chmcamcme en cl

tratamiento de enfermos de nlcohohsmo Sc sabc que’ ejerce su cl‘ccto ﬁrmacolog,tco a

través de la mhlbu:lon de la aldehldo deshldrobcnasn (.»\LDII) mllocondrlal de h "ado dc :

mamiferos, la .»\LDHZ’. (Han ¥ I994) La |nhlb|cton de esta cnztma producc nxu.lc>~ E

clevados de dcctaldehldo despues de una lng,c.suon de alcohol lo que rcsulm cn una <cnc de

manifestaciones ﬁswas mdcscab]cs, emrc las que se  encuentran ,na‘pseaS‘

taquicardia e hipotension.
Existen numerosas isoenzimas ALDH que se pueden distinguir con basc . en_diferentes

caracteristicas tales  como su. distribucion de tgjido y subcelular,  propiedades

fisicoquimicas, especifticidad . de sustrato. secuencia de aminoacidos v sensibilidad ' al
disulfirnm (Kathmann 7 «/., 2000). En el caso de la BADH se pretende investigar: si la
sensibilidad al disulfiram es también un punto de distincién entre enzimas BADH de

diferenies origenes.

ki




Flasta In fecha se sabe que cl disulfiram y algunos de sus derivados son. inhibidores, en

mayor o menor grado, de diversas ALDHs lalcs como:

-

<> ALDH citosodlica y consmuuva (recombmame y no recombmzmu.) de higado de raton

(Kathmann ¢/ al., _000 l\'iays ul ul., 1994)

<+ ALDH cnosollca y mltocondnal (rccombmame y no rccombmamc) de origen humano

(McKerell, 1985 Lam Iul

<> ALDH éitoplz’xsmica dcly - aballo (Kitson, I982;'Kilson; I987).

En relacion al efeclo' qﬁc el DSF i‘ienc ’cspcciﬁcamcnlc sobre las BADHS, sc ha encontrado

que la cnznma dc hx;,ado humano cs. in vnro, mscnsﬂ)h. a estc compucslo (Kurys er al..
1989). Sin cmbargo, no se ha mveﬁnbado hasta la ﬂ.cha cI cfeclo que c%lc compueqto tiene

sobre otras BADi-ls. concrcmmentc la de plamas

11.6.2 Mecanismo d

El DSF actua f‘ommndo un d ulfur N(o con: Ia cxs(cma escncnal que re51de en el sitio

activo, aunque tamblcn pucde formarsc un dlsulfuro mtramolecular si cxls(e olro res:duo de =

cisteina pro‘umO»al catalmco (Fi 13) Por qcmplo. se sabe quc in vitro el DSF aclua

oxidando a las cnstelnas conn&,uas quc residen en el sitio activo de 1a ALDH de Icvadura

(Veverka et al., 1997) La rm cnon dcl puente dlsulfuro inhibe ia aclxvndad de h ” nz1m1 i

por la modlrcacmn del gru _SH de la cntcma esencial (C302 en la ALDH de levadura)

El mismo mecanismo se ha cnconlrado .para la_ ALDH de mltocondna de hn.ado de rata

(ALDH 2) (Llpskl er al., 2001) Sc. ha observado que la rccupcrac:on dc la actividad

39




enzimatica se alcanza con un tratamicento con ditiotreitol (DTT), el cual reduce el puente
disulturo intramolecular (Fig. 13).

No obstante, se sabe que el :DSF licnc’uim vida media ' muy corta /in vive para inhibir
directamente a la ALDH, pero qu‘c es biotransformado a metabolitos reactivos que son los

inhibidores directos de la enzima.

r (s
/'\R:s/ R
N.DH~<:CY|—5H - C: . -
Cys—5H . )
. : gy |
Activa " r«)@ . .  Posh
Crizs-s” K { S5 1mM_ aOH Y
aon =t O s N Cr—sH
Gy=5n TS
, ’ Enzima . » Enzima
Disulfuro Inactiva Activa
mixto
inestable

Figura 13. Mecanismo propuesto de Ia inhibicidon de ALDH de levadura después de un
tratamicnto in vitro de la enzima con DSF, asi como su reactivacion después de un

tratamiento con DTT 1 mM a pH 7.5 (Veverka et al., 1997).

Como se menciono, el DSF, hipotéticamente, inhibe a la ALDH in vitro por la formacion
de puentes disulfuro mixtos o intramoleculares con los grupos sulfhidrilo esenciales de la
cnzima. Sin embargo, es poco probable que inr vive el DSF inhiba a la enzima, porque este
compuesto es reducide muy ripidamente por la glutation reductasa: en eritrocitos, dando
lugar al N.V-dictilditiocarbamato (DDC). El DDC es un inhibidor muy débil de la enzima
ALDH in virro, sugiriendo que se requiere de un metabolismo posterior para generar un
compuesto que inhiba esta enzima. Actualmeﬁte se piénsa que el DDC es metilado a la

tforma S-metil M, N-dictilditiocarbamato (MeDDC), el cual es activado metabélicamente por
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| FALLA DE ORIGEN




desulfuracion o\udauva y sulloxxd.nc:on formando. por una paru, McDDC sulfoxido y por

otra N-metil” V.V- dlullnocarbamato (Mcl)TC) y McDTC sulfoxido. Flnalmcmg. ocurre la

oxidacion metabolica dcl \/IcD'IC sulfo xdo a MeDlC sullona. <|cndo estos compucslo:

los que se ban propucslo como Ios rcsponsublcs dc In mhlblcton de Ia ALDH n vivo, tras

ingerir DSF (Mays et al., 1994) (Fi;, 14).

Glutation

. reductasa 8 s :
z"f\s S/P—\ e Tlsn—— o T 8,
Disutfiram X bbC < MeDDC

: /. E .

° :
o BN . g ORI I -
‘N—&—s—cotc. -— :)«—a—s_cn, B "\n—&—!—cn,
MeDTC " MeDDC sulfona . 7 MeDDC sulfésido

:iys er al., 1998).

Los hublcu.lm. noca bamalos y us muaboluos son smnlarcs al DSF y sus me(abohtos no

n por su potenctal como mhlbtdorcs de

solo por po%ccr na tructura homolog,a sino tam

ALDUHSs in vivo.: Espccnl‘camcnle se han’ probado en la ALDH ml ocondnal de baja K, de
higado de ratén (Quuslad et aI., l994) Cabe destacar que los hcrblmdas uocarbamatos son
de gran importancia debido a que son una de las pnnmpales clases de agroquimicos que se
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emplean  anualmente (en Estados Unidos). Los I\g:rbicid'as deesta clase ‘inclu_\"en
compuestos  como:. - S-etil N,N-dipropihio?afha‘thété; : (E.P'l'C), liobencarb, pebulato,
vernolato, molinato. butilato y lrmldlo. z\sl mlqmo. cl uram es’ cl homologo tetrametil del
DSF y un importante fungicida, ql;e |nh|bc tamblcn a Ias ALDHs. De hecho, se recomienda
a los agricultores cl cvitar ingcrir aleohol durante o después de una exposicion a cste
disulfuro ditiocarbamato. Por otra parte. existen rcpoﬁcs de que el metabolito sultoxido del
herbicida tiocarbamato EPTC es convertido a su sulfona correspondiente en cromosomas
de higado de raton (Mays ¢f af., 1994), al igual que ocurre la oxidacian metabolica de los
derivados de DSF hasta MeDTC sulfona, siendo precisamente este compuesto uno de los
que se ha propuesto como responsable de la inhibicion de la ALDH i vivo, Los sulfoxidos
tiocarbamatos se descubricron como metabolitos de los herbicidas tiempo antes de que este

tipo de quimicos se reconocicran como metabolitos del DSF (Quistad ¢7 a/.. 1994).




HIL. PLANTEAMIENTO DEL PROBLENMA

Resulta sorprendente que Iéls ALDHs de diterentes origenes posean diterente sensibilidad al
DSF. Puesto que todas ellas requieren de un residuo de cistéina muy reactivo para su
actividad, y dado que ¢l DSF es un reactivo especifico de grupos sulfhidrilo, es claro que
ciertos condicionamientos estructurales deben atectar Ia reactividad del residuo de cisteina
esencial frente a este compuesto. Por ello es de interés. no solo desde el ‘punto de vista
prictico sino también basico. ¢l estudio del efecto de este compuesto sobre la énzima
BADH de amaranto para clucidar diferencias entre las propiedades - funcionales .y
estructurales de BADHs de distintos origences, bacterisno. vegetal v animal.. Para 'ellé y.
para investigar mas a fondo las propiedades de la cisteina -esencial, tales como ‘su
reactividad y el mecanismo dc reaccién. en este trabajo estudiamos el efecto del disixlﬁraﬁ)
sobre la enzima de hoja de amaranto. Por otro lado, el heého de que los sustratos NAD(P)’
y BA y los productos NAD(P)H protejan a esta enzima de modificadores quimicos
especificos de cisteinas (Gonzalez-Segura ¢/ /., 2002) nos llevo a preguntarnos si podrian
actuar de la misma forma ante la posible inhibicion por DSF. Asi mismo, resulta de interés
¢l conocer si la inhibicion por DSF, en caso de que ocurriese, se podria revertir p'orragcnles
reductores fisiolégicos como glutation reducido. tiorredoxina, o no fisiologicos como 2-

mercaptoetanol o DTT.




IV IPOTESIS

La BADH de hoja de amaranto presentaen-su sitio activo un residuo de cisteina esencial

para la catdlisis y dado que el disulfiram.es un reactivo especitico de grupos tioles, se

observara un proceso de inactivacion de la enzima en presencia de DSFE. Se espera que este

clecto  inhibitorio se moditique dependiendo” del “ligando’ presente’ (sustrato. coenzima

reducido v oxidado). Ademis. puesto que la enzima posce otros 15 residuos de cisteina. si

¢stos se moditican podrian atectar la estabilidad de la estructura nativa,
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V. OBJETIVOS
Vi1 OBJETIVO GENERAL

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

1.2 OBJETIVOS PARTICULA RES
Investigar el efcclo queitiene el DSF sobre la actividad de la enzima, determinando el

orden y la constante de velocidad del proceso de inactivacion, si ésta s¢ produce.

Investigar si la-presencia de la coenzima oxidada ‘o reducida, o del sustrato aldchido,

altera ¢! valor de la constante de inactivacion. -

Investigar la “reversibilidad ‘'de  la -modificacion* por DSF por agentes reductores

fisiologicos y no fisiologicos.

Decterminar si la_modificacion quimica por DSF afecta la estructura nativa de la enzima

BADH.
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VIOMATE Rl:\l ES

VII MATERIAL BIOL. (}(;i(_f() i

Las plumas de A, lr|7):icll(}mll'iucu.\' I-

natural a una u_mpcmtum entre l& =

\’ MET ()l)OS

crccu:ron en un: mvm.rnaduro |Iummado con luz

ron plamds de 6 a-8 semanas de

crecimiento para la punhcacmn Las lOJilS nmclas se. stararon y se someticron a un estrés

lndrlcu por exposicion dlrccm al sol por 'lln.dedor d«_

VL2 EQUIPO Y REA CTII"OS
EQUIPO
Centrifuga Sorvall RC-5 Plus
Ultracentrifuga Sorvall
Potenciometro Beckman
Equipo de clectroforesis Hoefer Scientific
Espectrototometro Beckman DU 7500 con
bafio recirculante a temperatura controlada
Transiluminador de luz blanca
Columnas para cromatogratia de Biorad
Columna Mono-Q Pharmacia
REACTIVOS
Acido acético Merck

Acido citrico Merck

hor'\% en el invernadero.

Columna Superdex 200 Pharmacia

Colector de fracciones Pharmacia LKB.
Balanza analitica Ohaus.

Vortex Thermolyne.

Camara de agitacion orbital con temperatura
controlada Lab Line instruments.

HPLC (high performance liquid

chromatography) Waters

Glutation reducido Sigma

Hidréxido de amonio Sigma
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Acido clorhidrico Merck tHidréxido de potasio Sigma

Acrilamida Sigma Hiﬂréxidd de st;diOVSignm

Betaina aldchido Sigma ’-d\crcnpléétanol Sigma

Bis-acrilamida Sigma Metanol Merck ‘

BSA (albiimina sérica bovina) Gibco BRI ‘ NAD Slgma

Cloruro de potasio Sigma : : N.»\DII Sigma

Disulfiram Sigma Nitrato de plata sigma

DT (ditiotreitol) Sigma Reactivo de Bradford de BIO-RAD
EDTA Merck SDS (dodecil sultato de sodio) Sigma
Etanol absoluto Merck Sctarosa 5’-AMP Pharmacia
Formaldchido Merck Scfadex G-25 Bio Rad »

Fostato monobasico de potasio Merck Scfarosa Q de flujo rapido Pharmacia
Fostato dibasico de potasio Merck : Sulfato de amonio ultrapuro Gibco BLR
Glicerol Merck . - Tris (hldrotlmcul-ammomuano) Sigma

Glicina Sigma
HEPES (N-{2-hidroxietil} piperi-zina-N'-{acido

2 etanosulfonico}) Sigma -

V1.3 METODOLOGIA

VI.3.1 Extraccién y'pur icacion de In ﬁ:\Dll ’

L.a BADH se obtuvo usando un’ protocolo de purificacion puesto -a punto en. nuestro
laboratorio (Valenzuela-Soto y Munoz-CIarcs, 1994). Las hojas estresadas hidricamente se

homogenizaron en una licuadora comercial en una relacion de 250 g tejido/400 mL de
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amortiguador A: Hepes-KOL 50 mM, pil 7.4, EDTA ImM, glicerol :10% (v/v), y P -
mercaptoetanal 10 mM (el reductor se adicidnn al moymunlb)j El 'hon‘mgcvnizadé se paso a
través de 6 capas de gasa y sc ccmrifuué a 7.824 By 'poi‘ 3‘0‘~i~nin.’ Al sobrenadante se le
adiciond sulfato de amonio solido para Iograr una saturacmn del :0% y posteriormente sc
centrifugo a 25348 « dumnu. 30 mmulos Fl sobrcnndamc se llevo entonces a' un 75% dc
saturacion con sulfato de amonio:la prou.ma ;m.c:pnada se separd por centfifugacion como
se indica arriba. El precipitado se rcsuspcnd:o en ¢l amortiguador A y, con la tinalidad de
eliminar complctamente los  restos - de tejido de las  hojas.  se sometio : a llll'lbﬂ
ultracentrifugacion a 104,958 = g por 30 min. Posteriormente. el sobrenadante fue d‘esalado
por una filtracion en gel a través de una columna de Scphadex G-25 (Pharmacia) quﬁ fue
equilibrada y cluida con el mismo amortiguador de la resuspension. Esta solucic‘oh fue
entonces aplicada a una columna de intercambio iénico de Sefarosa-Q de 'ﬂ‘ujo rixpido
(Pharmacia) (1.8 x 6.35 cm) equilibrada con el mismo amortiguador. Deﬁpuus dc Iavar la ‘ :
columna, la enzima fue eluida con un gradiente de cloruro de polasxo (0—500 m\1) en’ el .
amortiguador A a un . flujo de 0.5 mL/min. Las fracciones que presc.nnban acuvxdad

enzimatica fueron recolectadas. y. despucs desaladas en una columna de! Scphadcvc G -25

equilibrada y cluida con un amortiguador de fosfatos de’ potasio 20 mM (monobastco y
dibasico), pH 6.5. EDTA 0.1 mM. glicerol  10% - (v/v) conteniendo IOV mM de 8

mercaptoetanol (amoniguddor B). La preparacion désalada se aplicéd a una columna de
alinidad de 5°AMP Sefarosa (Pharmacia) (1 mL de volumen de cama) equilibrada con el
amortiguador B. Después de un lavado con el mismo amortiguador que se equilibro la
columna, la enzima se eluyd con un gradiente de AMP (0-0.2 mM) a un ftlujo de 0.5

mL/min; las fracciones que presentaron actividad enzimatica se recolectaron. Un paso
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adicional de punhcacnon fue necesario, p'lrd la climinaciéon de. contaminantes menores el

cual consistié en una cromatog_,mha dc mlcrcamblo ionico d‘, la prepar.lcmn enzimatica a

través de una columna dv., lnlcrcamb mco \Iono-Q llR (I’hnrmncm) acoplada a un

sistema de HPLC (cromalo&,ralm lxqutda de dlm n..solucnon) (\Vatcrs) equilibrado con

HEPES — KOH 50 mM, pH 7 5 ED I'A'lmM gllccrol IO% (v/v) y B-mercaptoctanol 10
mM. la enzima tue eluida con’ na _x,radlcntc dc cloruro dc potasio (0-500 mM) en el mismo
amortiguador. La enzima eluye a una concen(yracién de 180 mM de KCIL Finalmente, la
enzima tal como se obtiene del Gltimo paso de purificacion se alicuoto y se mantuvo a —70°

C hasta su uso. Todo ¢l procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente excepto los

pasos de extraccion y cromatografia de intercambio iénico que se realizaron a 4° C.

VI1.3.2 Determinacion de proteina.

l.a cuantificacion de proteina se realizé mediante un- ¢nsayo basado en el método -de

Bradford (1976). Este se fundamenta en cl cambib de color difcrehcia] del Azul Brillhntc de

Coomassie en respuesta a varias concemracwncs de prolclna El ma.\lmo dc absorbancm

para este colorante cambia de 465 nm a 595 ns EI colorame

azul de Coomassie reacciona  principalmente “con’ residuos de  aminoacidos bésicns,

especialmente arginina, y aromiticos.: La proteina estandar usada ﬁi;: la.albtimina séﬁca de

bovino (BSA). La curva patrén se realizd a diferenips concentraciones;. en'un intervalo de

0-10 g encontrandose una dependencia lineal entre el colordc_:saﬁ'ollado por las muestras y

su concentracion de BSA.
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Curva Patron de BSA

! Tubo IBSA) (1182) BSA” (uL) Agua destilada Rc:lci.i’\'o
! (1) Bradford”” (ml.)
1 o 00 50.0 S !
) 3 - 5 3.6 164 5
) 3 10 7.2 42.8 5
B 15 10.8 393 5
) 5 30 143 350 B
[ 30 21.6 g4 s o
! _ 7 30 288 21.2 5
*Sotucion madre de BSA: 1.39 mgf/ml,, ** Reactivo de Bradford de BI1O-RAD diluido (1:5).

Despues de anadir ¢l colorante. se agitdé en vortex y se incubo 5 minutos a temperatura
ambiente para el desarrollo de la coloracion: se leyd a 595 nm en un espectrofotéometro. Se
realizaron las diluciones necesarias de la muestra problema hasta obtener una D.O. que se

interpolara en la curva patron.

VI.3.3 Elcctroforesis.d te en) gcl dc polincrilamida

Con la fnalldad de c\'aluar a’ purecza“ e la’ preparac:on final dc la enzxma. ia solucnon

enzimitica.se ﬂomeuo a una clcclrof‘ores:s dcsnaturahzame en gel dc pollacnlamlda (SDS-

PAGE) dc acucrdo al procc‘ mlcnto dcscnto por Lacmmll (1970) Ba)o estas condncnones

dt.<naluralu,ames la mng,racnon dc las protcmas sc delemuna por su peso molecular, no por
su carga.
El SDS es un dclers,enle quc conhere a las protelnas una carg,a neta ncg,auva. Este efeclo.

unido al tratamiento con.un a;_,emc rcductor (B- mercaptoetanol), hacc que las protcma< se

comportien como pamculas Ixnealcs con igual dcnsxdad dc carga. EI 5el de pohacnlamlda

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




lleva a cabo la separacion de las proteinas (10% acrilamida, pil 8.3). El revelado de las

bandas de proteina se llevo a cabo por tincion con plata (Wray ¢r al., 1981).

La preparacion del gel para la electroforesis SDS-PAGE se realizo de la siguiente manera:

Gel separador Gel apilador
(10% acrilamida) (3%6 acrilamida)

30 % acrilamida (1) 3.33 ml. 0.67 ml.

Amortiguador para gel separador (1) 2.50 ml. -
Amortiguador para ael apilador (111) --= 1.25 mb
SDS 10% (1V) 0.10 mi 0.05 mL
Agua desionizada -1 00 ml. 3.00 ml.
Persultito de amonio (V) 0.10 mL 0.10 ml.
TEMED 0.013 ml. 0.013 mlL

[ Volumen tinal 10 mlL. 5 ml.

=Es el 0ltimo en adicionarse

21 gel separador se aplico rapidamente entre las placas de vidrio vy se dejo gelificar,

Posteriormente. se adiciond ¢! gel apilador. £n cada carril se aplicaron 10 ul de las

muestras. La concentracion de proteina de la enzima purificada que se aplicod fue de 0.2

pg/nl.. Las proteinas que se utilizaron como estandares M,(kDa) fueron: miosina (220), a2-

macroglobulina (170), B-galactosidasa (116), transferrina (76) y glutamico deshidrogenasa

(53).

La composicion de las soluciones empleadas es la siguiente:

n

[13)

1

V)

V)

Acrilamida 30 % (p/v), bis-acrilamida 2.7 % (p/%).

Amortiguador para gel separadbr:i Tris IS M, ajustado ‘a:‘pH 8.8 con HCI
concentrado. : A

Amortiguador para gel apilador:‘,;i'risr 0.5 M, - ajustado a’pH 6.8 .con HCI
concentrado. i :

SDS 10 %: dodecil sulfato de sodio 10 %% - (p/v).

Persulfato de amonio 10% (p/v). )




Vi) Amortiguador p.|ra la muestra 2X: Tris 0.125 M, SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/iv).
f3-mercaptocetanol 10% (v/v).
VII)  Amortiguador para electrodos pH 8.3: Tris  0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.1%%

(p/v).

Revelado con plata. El gel se incubd con metanol al 50% (v/v) durante 15 minutos, tras lo
cual s¢ realizaron tres lavados de 5 minutos con agua destilada. A continuacién se coloco
en la solucion de complcjo de plata (solucidén A) ¥ se mantuvo en agitacion suave durante
15 minutos. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua destilada en agitacion constante.
Posteriormente el gel se incubo en una solucion de formaldchido (solucion B) hasta la
aparicion de las bandas (5-10 minutos). La reaccion se detuvo lavando con agua destilada.

A) Solucion de complcjo de plata para revelado. Se prepara una solucion de 0.4 g de
AgNO; en 4 mL de agua y una solucion de 21 ml. de NaOH 0.36 % y 2.75 mL de;Nl-bLsOH
al 30%. A la mezcla de NaOH y- NH;OH se agrega gota a gota la solpk:iénmde Elata conr
agitacion. Se aforé a 100 mi. ' '

B) Solucién de. f?f“.,‘“,'ld,'?h’i"'r’ para revelado. Sc preparan 2.5 mL de una 'chyi_lui:ic'm al 1%

de acido citrico y-se le adicionan 270 ul; de forﬁmidéhido al 35%;iS¢ afora’a 500 mL:

Vi34 Dclermmucno de Ia uclwldnd cn?mmllc.\ :

La actividad dc Ia enzmm e midio nudlame un cnsayo cspcclrofolometnco estandar va

descrito (Valcnzucla- cto y unoz-Clares 199:) La oudacnon de Ia bctama aldchldo por
la BADH y el NAD’ da como rcsultado glicina betaina y NADH Al tratarse de una

reaccion de csxcqulomctrla 1:1, la aparicién de NADH cs proporcional a la aparicion de

o
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glicing betaina: -y, por:lo tanto, a la_actividad ¢nzimatica.: Siendo % c el lundamcmo la

actividad ~enzimatica dt. la BADII se delcrmmo c<pcctrololomcmc’lmcmc m u\do la

aparicion dc N:\l)ll por‘mcdlo d;l mcrcmcmo ‘en la t.xlmcmn ax ‘40 nm- en un

mM. pll 8.0, LI)IA l m\l. Nz\D O 5 ml\‘l B(\ 0. m\‘l en un volum«.n llnal dL 0. 5 ml-

Estas concentraciones dc SUStratos sonsaluranlcs para Ia enzima al-‘pl-l quc,sc rcahza cl.

cnsayo  enzimatico. La reaccion se- mluo _con’la adlcmn dc la enzi na (IO ].lL dt, una
preparacion enzimatica de 0.2 u_s,/uL) y se mxdlo c..l uambno en’la c\uncmn oblcnlda duramcv

90 6 120 s. La reaccion es lincal en este intervalo de tiempo.-

La actividad enzimatica de la BADH se calculd de la siguiente manera:

- o1 1
AE. = AA% %
. € 14
En donde,
A E. = actividad cn7imzitic1 (mU/mL)
AA = incremento de'la absorbancna a .>40 nm’’

= coeficiente de e\unt:lon molar dcl \IADH a 340 nm (6.22 <107 \4 cm ™)

17 = volumen de enzima usado cn n.l cnsayo

Una unidad de acuwdad c,nnmnuca se dehnc como Ia canudad necesaria para convertir |

pumol de sustrato en producto en un minuto bZIJO nuestras condlcxoncs expenmemales, a 30

°C y pH 8.0.

‘n
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V3.5 Estudios cinéticos de inactivacion de Ia BADH por DSE

Sc incubaron alicuotas de la enzima pura_(O.Z (/1) con DSF.y se evaluaron las cinéticas

de inactivacion, determinando ¢l orden de’ reaccion 'y las constantes de  velocidad

correspondientes, sigu

-ndd el curso'lcn»{poral‘fdc la’ pérdida de actividad_de la’ enzima. Se
investigo el efecto de los ligandos. de Ia éé\‘ziiyuzi,sob;rc Ia cinética de. modificacion haciendo
incubaciones en px‘c'schci:l dc‘cou'cé:nlvracimﬁ:s satlxra;\tcs de éstos. ‘
Previamente. al tratamiento con’ DFS. las prcharncioncs de la enzima BADH se pasaron
rapidamente dos veces a traveés de columnas de fiitracion en zel (Sephadex G-25) con
volumen de cama de 2 ml., segan el método descrito por Penefsky (Penefsky, 1977) para
climinar ¢l reductor 2-mercaptoetanol.. El amortiguador de la filtracion en gel fue el mismo
que posee la enzima almacenada pero sin reductor: 50 mM Hepes-KOH. pH 7.5, | mM
EDTA., 180 mM KCIl y 10% (v:v) glicerol (amortiguador C). Todas las soluciones
empleadas fueron desgasificadas sometiéndolas al vacio - durante¢ al menos 8 horas y
saturadas con gas nitrogeno justo antes de su uso, todo esto con la ﬁnalidaci de prevenir la
oxidacion de las cisteinas de la enzima por ¢l oxigeno del aire. La solucién madre de DSF
siempre se prepard a la concentracion de 2.5 mM en etanol absoluto (15 mg/ 2 mL etanol) y
los ligandos de la enzima se disolvieron en agua desionizada saturada con nitrogeno.

La BAD! sc incubd con diferentes concentraciones de DSF cn ausencia y presencia de
ligandos en el amortiguador de la filtracion cn gel. Los ligandos y el DSF se adicionaron
sitmultancamente a la  preparacion enzimatica. A los tiempos indicados, se tomaron
alicuotas de la preparacion y se determind su actividad enzimatica coma sc describié
previamente. Los datos cinéticos se analizaron por regresion no lineal mediante un

programa de computo comercial.




Concentraciones de ¢li.§ll{ﬁrulﬁ empleadas: 50, 100, 150 y 200 M.
Ligandos emplceados: bewnina aldehido 0.2 mM,) vA\'.»\DH 0.2 mM, NAD' 0.2 mM y NADH

0.2 mM + BA 0.2 mML

VI1.3.6 Estudios de rc:lclivncibt'm'dc in l!;(l)ll modi 'c d.- por I)Sl‘

Despues de que la enzima se ncuho con DSFE dur'mu, apm\unad.m\um. 120 min y suftié
inactivacion, la pr'.pdr.lcmn cnzimitica’ se 1ratd con ‘un: rcductor tisiologico. v oro no
fisiologico, ditiotreitol (DTT, 5 mM) y 3_.,Iut.u|on reducudo (GSH. 10 n1.\|). respectivamiente.

Se siguio el curso temporal de la recuperacion de la actividad de la enzima.

V15.3.7 Analisis de los datos
El ajuste de los datos experimentales de la actividad residual a los diferentes tiempos de
incubacion, para cada una de las fases, se realizé usando una ecuacion de decaimiento

exponencial doble que describe una cinética de primer orden:

(Af Aa)= (A An) e® (Ao Ay e?P ‘Ecuncion 1

en donde Ay y Ag son los valores de actividad de la enzima al ucmpo I v al m.mpo cero,

respectivamente, Ap.y A son las amplitudes de las dos fases dc macuvacnon, y: k, Mh2

(Kuset ¥ Kaps2) sON las conlstz;'ntes de velocidad del proceso de macnvac:on de pscudo-pnmer

orden de las dos tases de inactivacion.
Las constantes de velocidad de inactivacion de segundo orden, Ainact. se. estimaron de las
pendientes de ' las lineas que resultan de los valores de &, y k2 respecto a la concentracion

de DSF, de acuerdo a la expresion:

kobs = Kinac1 |[DSF} Ecuacion 2

s

s




Los valores de orden de reaccion, a1, se estimaron usando la ccuacion:

in Kobs =1n &k .é( + o Iy |DSF| . Ecuacion 3

los valores de 2 nos indican el orden de la reaccion con respecto al DSF.

VI.3.8 Cnr:ic(criznci(m cslruyt':!‘nr:'nl' qc' 2] c‘!):l; I})\i)fl modificada

E! eswudio de las propiedades c;elrlicturaic.s de la ‘cn?:i’nvm‘modiﬁcada quimicamente consistio

en: - 1) detectar los posibles c:unbiég enel ‘e:st‘a'do de ‘agregacion, 2) la movilidad

clectroforética en PAGE y. 3)' Ia‘ ﬂ‘L‘xorc.gct_:h'_&i:ia: intrinseca c;c la proteina. Para hacer estos

ensayos. la enzima tue desalada ﬁi;c\;iahcnfe a través de una columna de Scphadck G-25

para eliminar al rcducmr como. se mdlco antcnormenle ¥ se incubo con DSF 50 y "00 M,
un el caso, hasta’ que se alcan7o un porcentaje de inactivacién dcl 100%. Poﬁlenormeme.

s¢ sometio a un Idvado en Cemrlcon 30 000 (Milipore) con el amom&uador C con la

finalidad dc dxmlnar cl DQI “qQue no reacciond y evnar lmcrﬂ.rencms dc cstc en los csludlos

de la estructura nau\ a.

V1.3.8.1 Crot

logrnﬁ.l de exclusién molcculur

El estado do..kagrq,acnon de la enzima se determino ‘mediante cromatogra('a de exclusion
molecular. Las mucsxras de enzima BADH sin modlﬁcar (0.4 mg/mL) y modificada (0.2
mg/mL) se. pasaron a través de una columna - de exclusion molecular Superdex - 200
(Pharmacia) acoplada a un sistema HPLC (Waters). Para la enzima control, lé cplumna se
cquilibro con el amortiguador de almacenamiento y para la enzima modiﬁcada por'DSF 50
1M se empled el amortiguador C de desalado. Las condiciones fuefon las mismas para

ambas muestras: ¢l volumen de muestra aplicado a la columna fue de 200 uL., la velocidad




de flujo del amortiguador de clucion de 0.5 ml/min a 90 psi de presion, el tiempo de
corrida 60 min.- Se registraron los perfiles de elucion midiendo la absorbancia a 280 nm de
las fracciones obtenidas. Posteriormente se compararon los perfiles de clucion de la BADH

no modificada v maoditicada con DSF.

VI1.3.8.2 Electroforesis ll.Ill\':I en gclcs ('L polmcrul: mida

La elcctrotoresis nanv1 en --clc.,s dm. pOlldCrlld mdd (l’e\GE nauva) ¢s una de las téenicas

sicion y ‘Ia cstructura du prolcums nativas, puesto que

mas tiles para csmdmr'la,comp

tanto . la conlbrmacién'como i cuvndad b|olo_g|0d pcnnanccu\ ‘intactos durante esta

técnica, Los y..lu. dc \.rudlcme dt. poro pard clectrolorc.als PAGE nativa perfilan las bandas

de proteina y 'permi(en quc mczclas de proteinas se puedan separar en un unico gel,- Las
proteinas sc¢ scparan en c.l wel scparador prlnmpalmcnlc de acuerdo a su mmaﬁo y forma ya

que cada proteina se muceve hasta la region del gel en la que el tamailo de poro no'le

permite avanzar. Después del tralamu:nto de la muestra - con DSF,como-sc, ndlco

anteriormente. la enzima modificada y los respectivos controles se somecticron 'a ‘una’
clectroforesis PAGE nativa mediante dos métodos:

METODO 1. Para correr el gel se empled un cqulpo Phast Systcm (Slstcma Rapldo) dc -

Pharmacia y se corrio con el muodo I preestablecido en el equlpo, cl nempo de comda

fue de 60 minutos.

Se usaron geles de gradiente de 5-15% poliacrilamida (Phast Gel Gradiente ‘de 4-15,

PHARMACIA) bajo las siguientes condiciones:

= Gel rapido de gradicmc 4-15; las dxmensnoncs son de 13 mm de Ia zona del wel

apilador (4.5% acrilamida, 3% bisacrilamida), 32 mm dc g,radmntc commuo de 5-




1526 de acrilamida y de 1-2% de bisacrilamaida;, el espesor del gel es de
aproximadamente .45 mm.

= Amorntiguador del gel: Acetato 0.112 M, Tris 0.112°M, pH 6.4

=  Amortiguador de corrida:-el gel se corre con tiras de amortiguador para Phast Gel
nativo, los cuales contienen l-alanina 0.88 M, . Tris 0.25 M, pH 8.8, Las tiras de
amortiguador estin hechas de agarosa al 3% (p/v).
Principio del método. Al comienzo de la corrida, los iones de las tiras de amortiguador
migran hacia el gel. Los iones acctato/L-alanina corren a traveés del‘gcl dejando atras
una region de voltaje uniforme v pH constante (8.8). Cuando estos iones pasan el punto
de aplicacion de la muestra (después de 10 Vh) las proteinas son aplicadas al gel y
concentradas entre los iones acetato v los de L-alanina antes de entrar al g@:l de
separacion. El pH en el gel separador ¢s de 8.8, asi que la mayoria de las proteinas
tienen una carga neta negativa, Cuando las proteinas alcanzan el gel de gradiente, su
monvilidad se reduce paulatinamente debido a la disminucion en ¢l tamailo del poro.
METODO 2. Se siguio ¢l método convencional de Laemmli (1970) descrito en el apartado
V1, 2.3 de esta seccion, pero éste fue modificado para electroforesis nativa de manera que
¢l gel separador. el gel apilador y las soluciones amortiguadoras de la muestra y de
clectrodos no contenian SDS v las muestras no fucron sometidas a un tratamiento térmico
previo a la electroforesis para su desnaturalizacion. La zona de concentracion del gel fue de
%4 (p/p) de acrilamida (pH 6.8) v la zona de separacion de las proteinas tenia 7.5% (p/p) de
acrilamida (pH 8.8). En este caso las proteinas se separan de acuerdo a su carga, masa'y
tforma. Ei revelado de las bandas de proteina se llevé a cabo por tincidon con plata (Wray e/

«al. . 1981) para ambos métodos.




VI9.3.8.3 SI)S-If,\GE mjo condiciones no reductor:s
It enzima n'md?ﬁcudu cm; DSF s¢ sn‘mcliﬁ 1 una electroforesis dcsnmur:\liamlq en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) dé a‘cuerdu aVL‘acn:unli (1970). como sc describe en el apartado
V0.2.3 pero bajo condiciones no reductoras, lo cual se consiguio . al modificar la
composicion de los amortiguadores de muestra:,
a) Amortiguador para la muestra sin [S-nm;rcapmcwnol 2NX: Tris 0.125-M, SDS 49
{p/v). glicerol 20%s (v/v)

b

Amortiguador para la muestra con N-ctilmaleimida 2X: Tris. 0.125 M, SDS 4%

(p/v). glicerol 20%6 (v/v), N. N-ctilmaleimida (NEM) 9 mM.

VI.3.8.4 Fluorescencin intrinseca

Las posibles alteraciones en la estructura terciaria de la proteina provocadas por el
tratamiento con DSF se cstudfaron mediante 1a técnica de fluorescencia inlriﬁsec‘a de’los
residuos de lrip!ofano§ de la. enzima. La medicion se llevo a cabo a 30° C en :;m
cspcclroﬂuoro(‘otémc(fo'Shidmazu 5000U. Para ello, las muestras de cniima pijlra, tanto el
control como la inﬁclivaida por el tratamiento con DSF (0.1 ng proteina/ptl;en ’lodos los
casos), se cxcim?on a 296 .nm en una celda de 400 pl y la emision de las muestras se

registro a 340 nm. El amortiguador de las muestras fue: el amortiguador de almacenamiento

en el caso de- la enzima sin moditicar y. para la enzima. madificada por DSF, el
amortiguador 'C.  Finalmente, se compararon los espectros de fluorescencia de las dos

mucesiras.




VIL RESUL’I‘ADOS

VIl F\’TRACCI()N YPURIFICACI()N DE I.A BAI)II

Para la pun!‘caclon s€. usaron ho;as e amaranto quc s¢ hablan someudo a del’cn hldl’lCO

del proceﬁo de punl acno ,
polmcnlamlda. en Ia que se obsewo una umca banda de 63 LDa cuando se rcvclo por plata
(Fig 15). Por tan(o, la enzima usada en Ios cstudlos que se descnbcn a continuacion esta

tmalmcmc pura.
i 2
kDa i kDa

Figura 15. SDS-PAGE de Ia BADH de hoja de amaranto. Proteinas utilizadas como
estandares M,(kDa): miosina (220), «2-macroglobulina (170), B-galactosidasa (116),
transferrina (76) y glutamico deshidrogenasa (53). Carriles 1 y 2, enzima BADH purificada

(2.5 pg en cada carril). Las bandas de proteina fueron tefiidas con plata.




¥i1.2, E

ABLECIMIENTO DE IAS CONDICIONES EXPERINMENTALES
PARN EL ESTUDIO DE A INACTIVACION DE LA-BADII POR
DISULFIRAM

ViL2.1 Efecto  del- DSF sobre ia . BADI “de amaranto en condiciones acrobins' y

presencia de un reductor ‘

La enzima se almacena en un amartiguador que contiene ¢l reductor B-mercaptoetanol en
concentracion 10 mM, y se requeria conocer si el DSF actuaba sobre la enzima en présencia
de este reductor, ya que en nuestro laboratorio se habia encontrado que la BADH es
inuctivada por la especie reactiva peroxido de hidrogeno usando como medio de incubacion
¢l amortiguador de almacenamiento que contiene p-mercaptoctanol. Por lo tamo,
inicialmente se realizaron pruebas para conocer el efecto del disulfiram en condiciones
reductoras (Fig. 16). La concentracion de DSF empleada se {ijo con base en una revision de
estudios previos donde utilizan este compuesto para inactivar divcrs:\'s cnzimas (Lipsky er
«l. . 2001; Veverka er al.. 1997; Jan-Peter ef al.. 1996; Mays ¢f al.. 1995).

En la Figura 16 se muestra el resultado de un experimento tipico de esta prueba en el cual
no se observa claramente un proceso de inactivacion; existe tan sélo una ligera tendencia de
disminucion de la actividad a través del tiempo. Es notoria la gran desviacion que presentan
los datos, lo cual puede deberse a la presencia del reductor, ya que en estas condiciones, a
cnzima inactivada puede recuperar su actividad y ademas cl B-mercaptoctanol dada su
naturaleza quimica, puede estar reaccionando con el disulfiram en vez del residuo -
catalitico, por lo que no sc 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 B-SHOMH previamente al. tratamiento con . DSE.. Debido “a c¢sto.
decidimos llevar a cabo los experimentos de inactivacion en ausencia del reductor, lo que

exige condiciones anacrobias para evitar la oxidacion del residuo de cisteina esencial.

Actividad residuaf (%inicial)

o T T T T T T T
o 10 20 30 40 so0 60

Tiempo (min)

ura 16. Prucba del efecto del DSF sobre In BADH de amaranto. La BADH

purificada (1.3 uM como dimero) se preincubd con DSF 50 uM (8) en el amortiguador
Hepes-KOH 50 mM, pH 7.5. EDTA 1 mM, KCl 180 mM. B-mercaptoetanol 10 mM,

ulicerol 10% (v/v). Sc¢ siguid la actividad enzimatica a través del tiempo.

VI11.2.2 Efecto del DSF sobre la BADH en condiciones anacrobins ¥ en ausencia de un
reductor
Para caracterizar el efecto real que gjerce el disulfiram sobre la enzima se elimind el agente

reductor mediante un paso de filtracion en gel en una columna de Sephadex. G-25




‘quﬂlbr.ldd con ¢l amortiguador de almacenamiento sin reductor (amorn!,uador C), conto se

dt_scl‘lbt. en '\1au..rnles y Mclodos Para estos L\m.nmenms se u.o una preparncmn de

enzima BADI purificada, dccg,asada pdrd Lllﬂlll‘ldl’ ¢l ‘ox g__cno d suclto y- posu.normente

saturada con gas nurobcno En la- Figura 17 se. mucslra un e\pcnmcnlo llplco de esta

prueba. Se aprecia_que la enzima mcubnda con Ds clqcll amcmc plcrdc acnvndqd con
respectio al control. lo que nos habla de que esta ocurriendo un proceso de inactivacion. Sin

embargo, existe todavia una alta dispersion de los datos que no permite caracterizar

ieron que el

conliablemente en términos cinéticos este proceso. [Estos resultados nos sug
reductor no habia sido eliminado totalmente del medio de reaccion y que se requerian al

menos dos pasos de filtracion en gel.
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Actividad residual (%inicial)
N
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[1] 20 40 60 80 100
Tiempo (min) )
Figura 17. Efecto del DSF. sob‘rc;lxly actividad de la BADH de¢ unan  prepraciéon
enzim:itica desalada sélo una v.eicn el _amortiguador C. La enzima (1.3. pM como
dimero) se preincubd con DSF 50 M (). Se siguié la actividad enzimatica a través del

tiempo. En tridngulos abiertos se muestran los valores de la muestra control.




A partir de este ensayo, la enzima B,\DH s¢ dcsalu mediante dos colunmas de filtracion en
el (Scplndct G-"S). dc 2 mL cqulllbradda con el amonxbuador C Ia cnzuna se
de: s&,asmco al vacio tras lo cudl se saluro con gas mlrm.cno Dcspucs dc ¢ste tratamiento, la

enzima se mcubo con DSF de acu&.rdo a lo descmo cn '\Aalenales y Mclodos ’l odos los

experimentos que, ﬁc dcscnbcn a commuacmn se, h|cncron de csta f’orma

VI3, (,IA'L'TI(.A I)Ll I’R()(.ES() l)E INA(,IIVA Cl():V I)E IJ' I'N/IA\IA BADFH POR

l)Sl‘

VIL3.1 l)cpcndcncm dcl ucmpo de mcuh.ncuou ydela conccnlrucmn de DSF

l.a incubacion dc la enzima BADH con DSF a diferentes concentraciones en un. intervalo
de 50 a 200 uM, bajo las cond:cnoncs descritas en Materiales y Métodos, produjo su
inactivacion. Esta ocurrié en una mancra dependlcnte dcl tiempo y de la concentracion de
DSF y siguioé una cinética blf'astca (Fl_s, IS)

£il ajuste de los datos c\penmemalcs de la acnvxdad residual a los diferentes tiempos de

lzo usa do Ia ecuacion 1’ de decalmlento,

incubacion, para cada una de las-fases, SC T
exponencial doble.

Las constantes de velocidad - de

0.50 + 0.04 M~ ls“. para las fases dc acuva on rapld y lcnta, especnvamentc. En

grafico las lineas del ajuste pasan por el ongcn lo quc mdlca quelai lnactlvacmn se Hleva a
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Figura 18. lnacuvaclon de la BADH dependiente de la concentraciéon de DFS. La_

enzima (1.3 pM como dimero) se incubo en presencia de DSF 50 uM (I),‘IOO (A),

150 uM (@) y 200 uM (), bajo las condiciones descritas en Matcnalcs Y Metodo . A los

tiempos indicados, se tomaron alicuotas para medir la acuwdad cnz:mauca rcsxdual Las

lincas son tedricas resultado del mejor ajuste a la ecuacion 1 obtcmdo_pgr regresnonfno

lineal de la media de datos correspondientes a 5 experimentos independientes. -. -

65




cabo ¢n un solo paso (n).y que no hay formacion aparente de un intermediario E*DSF (b)
antes de que se moditique irreversiblemente la enzima, para ¢l intervalo de concentracion

de DSF probado, como se muestra en ¢l siguiente esquema:

a) E+ DSF —* E-DSF

b) E + DSF —> E*DSF —» E-DSF

21 orden de reaccion. m. se estiméd usando la ccuacion 3 v tue de 1.09 £ 0.08 para la fase
rapida v 0.77 = 0.04 para la fase lenta de inactivacion (Fig. 19B). Estos valores indican que
la pérdida de’ actividad. catalitiéa es de primer orden con respecto a la concentracion de

DSFE.

En el proceso. de iylacti\'aciéﬁ‘ la amplitud de las fases rapida y lenta, 25% y 75%,
respectivamente, l'u'cronblas mismas a cualquier concentracion de DSF probada. lo q\;lc
sugiere que la iﬁaclivacién bifasica se debe probablemente a la. existencia - de ‘dos
conformeros de la BADH con diferente reactividad o accesibilidad de sus tiolatos
cataliticos. Puesto que la proporcion de ambas formas estaria dada por la amplitud de las

1

. bajo nuestras condiciones experimentales la forma mas reactiva scria un 25% y la
menos reactiva un 75% del total de la proteina BADH. Es inleresamé que la misma cinética
bifasica de inactivacion se obtuvo cuando se traté a la enzima con otros reactivos
especificos de grupos tioles, tal es el caso de la iodoacetamida (Muiioz-Clares er al.. 2003).
Es importante aclarar que el intervalo de concentracion -de DSF  empleado en estos
experimentos estuvo limitado a la solubilidad maxima . de “este ‘compuesto en etanol

absoluto. asi que la maxima concentracién que se puede usar es 200 pM.
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Figura 19. (A) Dependencia de: las constantes de velocidad de inactivacion de  la

concentracion de DSF y’delbely'mitiacién de la constante de velocidad de segundo ordeh. (B)

Determinacidén del orden de rcaccxon respecto al DSF a partir de los datos en (A) ‘Los
simbolos (M) y (D) corresponden a’ los . valores de Kos. dc la primera y segunda fase,

respectivamente, csumadas a parur de los datos mostrados en la Fig. 18.
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VIEL3.2 Efecto del pli sobre la cinética de inactivacion por DSF

A pH 8.8 Ia cisiéinn c'avt'z.:litiéz;,és nm> brck:acli\'a por lo que la inactivacion fue mas rapida,
pero la cindtica de inaclivncién pm DSF siguio siendo bifasica (Fig. 20). Las constantes de
inactivacion de xcbundo ordcn fueron 1.53x10" M5! ¥ 2.99 M "pam las fases rapida y
lenta, rcspcclivamcmé. Estos valc‘)rcs‘ son atrededor de tres 6rdenes de magnitud mayores
que los estimados a pH 7.5 co;no se esperaba ya que una mayor proporcion de la cisteina
catalitica existe como tiolato. Es también paosible que la accesibilidad del tiolato' caialitico
al disolvente sea mayor a pH 8.8 que a 7.5. Cabe resaltar que las amplitudes de las tases
rapida y lenta, 22 y 78%6. respectivamente, fucron similares a las obtenidas a pH 7.5, lo que
indicaria que el pH no afecta la concentracion relativa de las dos formas de la enzima que

proponemos existen.

100
=. 80
=
K5
= 80
= 1
2 a0
kil
2 ]
20
1
0 v y v — . ;
[ 10 .20 .30 140 5C

Tiempo de incuba cién(min)

Figura ’0 I;l'cclo del pll sobrc In cinética de modlf’caclon., La enzima (l 3 uM como

dimero) se mcubo en auscncm (V) o prescncm dL DSF 50 ul\‘l a pH 7 5 (0) o pH 8.8 (.),

bajo las condxcnones dcscntas cn Matcnales y Metodos Se siguid el curso lcmporal de la

pérdida de acn\ndad enzimatica.




Vil 4. EFE CT() DE L()S‘ Ll(uh\'l)()s' L’N 1.4 CINI'"I I(.A l)l- Il\ ICTII l(_‘l()/\"

I)r I.A l' \'/ll"/l B/II)II I’()R I)SI'

Se realizaron csludios prclimiuu S, é |5ando> de la enzima pdm conocer si la

prescncia de éstos tenia alg,un ctccto en su macuvacton por I)SI' ans pru(.bda s¢ hicieron

en las mismas condvcwnes (no reductoras) a '%O °C uuh/ando DSF 50 My los siguientes

ligandos: ‘sustrato BA 0.2 mM. Jcocnmma‘ “sustrato’ NAD''0.5 mM 'y coenzima’ producto
NADH 0.2 mM. Las alicuotas dé DS‘F v del ligando se adicionaron simultaneamente a la
solucion de enzima.

Cada curva de inactivacion de la BADH por DSF en presencia de los ligandos probados fue
particular del ligando empleado  (datos no mostrados). Ello nos llevé a pensar que la
inactivacion en cada caso se podria dcb;.:r propiamentc al ligando empleado 'y no al DSF.
Para descartar esta posihilidad.»se realizaron cnsayos én los cuales la enzima, en ausencia
de reductor y oxigeno y burbujeada con nitrogeno, sc'in;libé un tiempo determinado (90-
120 min) con cada ligando p;'cviamcnle a la adicion dcl‘ DSF. Es decir. el DSF y el ligando.
va no se adicionaron simultaneamente. Este ensayo de incubacion previa de la enzima con
NAD’, BA y NADH nos indicé que la inactivacion de la BADH en présencia de ligandos
definitivamente no se debe a éstos sino al DSF, ya que al ser incubada la enzima por mas de
60 min con cada uno de los ligandos en ausencia de DSF, la actividad enzimatica se
conservo, observiandose como maximo una disminucion del 5% con respecto a la actividad
inicial (datos no mostrados). Por o tanto, dado el importante cfecto que parecen tener los

lisandos en el proceso de inactivacion, se decidid caracterizar el efecto de cada ligando.
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Se encontro que los ligandos del sitio activo, sorprendentemente, no s6lo no protegen a.la

enzima de la inactivacion, sino’que’ promueven un incremenio:en ésta’en el ‘siguiente

orden: BA - NADH - BA v NADH @:NAI) *illos Iiﬁandoﬁ nb :\I'ecmh siﬁnil’ncat’i'\'amcnie la

amplitud de las fases observadas en su; cia: pc.ro si produccn |ncrcmu\10\ nolablc.s que

llegan a ser hasta de = 2

fase e incrementos mucho men unda fase (Fxg.

21 vy Tabla 3). Estos resultados induccn“un cnmblo

conformacional en la ‘enzima que-aumenta. la rcact 'ldad v/o acccelbxlld:\d de la cisteina

catalitica.

Tabla 3. Efccto de los ligandos sobre In cu tica de inactivacion de la BADH por DSF

<0 ul\l. :
LIGANDOG " TANMPLITUD, gt tmin ) - AMPLITUD ;. ke (min Yy
(0.2 mM) (%) (x10>) R O N (x107)
Ninguno 19.3 £ 2.4 30,0+ 11.1 79.7% 19 20x02
NAD 18.7£3.5 180.4 + 128.7 81.8+20 28+1.2
NADIH 22.8+3.7 637.3 £372.2 77.1+3.7 25+ 1.6
BA 15489 156.8 + 56.4 $53+83 8.5+26

BA - \"\DH
Los valares + S.E. sc ost

. 7+£420 | 742£40 . 28%15

= de los datos de inactivacién a una ecuacién de

decaimiento exponencial doble, usando regresion no linear. BA, betaina aldehido.
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Figura 21. EI‘cc\o dc los ligandos de Ia enzima en el proceso de macuvacloﬁ de Ia

BADH por DSF. La enzima (1.3 uM como dimero) se incubd sin (.) o con DSF 50 p.M :

en la ausencia (A) o presencia de los siguientes ligandos: bctama aldehldono.z, rr_1M (-),

NADH 0.2 mM.(¥), NAD" 0.2 mM () y betaina aldchido 0.2 mM + NADH 0.2 mM

(Q), bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Se, ‘sig‘l.'uo »ci"t#ufso temporal

del proceso de inactivacion.
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VILS5. REACTIVACION DE I.A BADH INACTIVADA POR DSF POR
AGENTES REDUCTORES

El tratamiento de la enzima inactivada por DSF, 1anto en ausencia como en presencia de la

betaina aldechido, con D1

T 5 mM resultd en una recuperacion de la actividad que alcanzo
aproximadamente el 60% dec la actividad inicial después de 120 min de incubacion con el
reductor (Figs. 22 y 23). L.a incubacion con GSH 10 mM no pudo reactivar apreciablemente
a la enzima (Figs. 22 y 23). Se uso esta concentracion porque se sabe que el GSH reducido
cn la mayoria de las células eucaridticas se encuentra generalmente en el intervalo dc{ 2-10
mM (Mcister, 1983). Este mismo resuitado se obtuvo con B-mercgplo’elanoly 10 mM (datos
no mostrados), aunque la concentraciéon de grupos tiol es la misma con 10 mM d: (;Slos
manotioles que con 5 mM de DTT (un ditiol). Sc tienen reportes de un ,ééhpénémicnib
similar del GSH en ensayos de reactivacion de otras ALDI-'I inact?vadas 'por'DSF» (Yallari by
Pictruszko, 1982). La razén para este fracaso no esta aan clara pero pucde dgbcrsc a qﬁc Ia
capacidad de los monotioles para reducir puentes disulfuro es muyrinferrior a;la‘ Vderlos
ditioles, va que éstos. forman puentes disulfuro imramoleculargs muy - estables que
desplazan la reaccion hacia la oxidacién del ditiol.

La reactivacion que se uﬁ:anza depende del grado de inacli\;acién del qucA se paru; sicndo
mayor cuanto menos tiempo se deja inactivando a la cnzimg (Fig.‘ 245. Este hallazgo in&ica
que Ja enzima inactivada por DSF sufre gradualmente cambios estructurales irrqversiblcs,

lo que asi mismo explicaria por qué no se recupera la actividad enzimatica en un 100%,
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Figura 22. Reactivacion de Ia BADH inactivada por DSF. La enzima (1.3 uM como
dimero) se incub6 con DSF 50 uM como se indica ecn Materiales y Métodos. Para revertir el
etecto del DSF, después de 180 min de incubacion con este reactivo, a una parte de ‘la
mezcla de reaccion se le agregdo DTT 5 mM y a otra GSH 10 mM. A los tiempos indicados

se tomaron alicuotas para determinar la actividad residual de la BADH.
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Figura 23, Inactivacién de 1a BADH por DSF en presencia de BA y reactivaciéon por
DTT y GSH. La enzima (1.3 ptM como dimero) se incubd con DSF 50 uM como se indica
en Materiales 'y Métodos. Para revertir el efecto del DSF, después de 180 min de
incubacién con este reactivo. a. una parte de la mezcla de reaccion se le agregé DTT 5 mM '
y a otra GSH 10 mM Ailos uempos indicados se tomaron alicuotas para determmar la‘

actividad resxdual de la BADH.
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Figura 24. Reactivacion de ta BADH inactivada por DSF dependientes del grado de
inactivaciéon. El tiempo de incubacion de la enzima inactivada por DSF con los agentes

reductores fuc de 18 h.

ViLe6. CARACTERIZACI()N ESTRUCTURAL DE 1A ENZIMA -~ BADH
A\l()I)IFICAI)A.

Para conocer Ios camblos que cl DSF producna en la. estructura de Ia cnzima BADH al

inactivarla, se hlcteron estudios de Ia cnnm lnacuvada al 100% lras una incubacién con

DSF 50 p.M y ”00 uM duramc I” h, como s¢ cscrlbc"cn Matcrmlcs y Métodos. La

estructura cuaternaria de la enzima se cstudlo p T mcdlo de una cromatog,ral’a de exclusion
molecular y mediante electroforesis de 5el natlva y desnaturahmnte. L.a estructura terciaria

se estudio por la técnica de ﬂuorcsccncna mtnnscca de la proteina.
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ViLG.1 E I‘u‘ln del DSF. en el estado de :ugrcgaci( vde ba en

A

Crnm.nlu;ml" v de exch nlccular. Se cvaluaron los posibles cambios en el estado de

.u_ru.'lcton dc la enamd modﬂnc-\da qunmlcamenu. por el DSF mediante una cromalog,rat'a

de u:clusmn moh.culdr ﬁv., comp.lraron los” pcrhlt.s de elucidn de la enzima prcv:amcme

tratada con DSl‘ >O u‘\l por 12 h. 'y -de‘una ennma control que no habia sido tr'ltada con
dlChO zlgcnlc.‘ C,omo m. puo.dx. ob%urvar en la Figura 25, se encontro quc no existen
diferencias significativas entre los tiempos de elucion de ambas muestras, 29.757 min y
29.804 min para la éx)zin\a fsin maodificar ¥ la inactivada, respectivamente. Ambos xicmpos
corresponden’ a la cstrucu;ra di‘mc’rica de la enzima nativa. Por tanto, €l DSF no altera el
cstado de oligomcrizaci‘én de la‘enzima, es decir, no produce la disociacion del dimero ni
forma agregados dc»ma’_\y'or masa molecular.

nalnn cn g_cl dc polmcrnlmnulu. Se - decxdlo corrobomr ‘el resultado

Llcclroforcc

obtcnldo mcdlamc»la (ccnlca ‘de “exclusion molecular usando ‘la” clcctrofores:s cn g,cl ‘de

pohacnlamlda baJo conducxoncs no dcsna(urallzantcs Como controles - se usaron las

BADHs acuvas (no lmladas con DSI<) oblemdas lamo en pre ¢ ncx como < n ausencia del

rcductor Yy Ia BADH de rinén de cerdo, que es un homotcxramcro cuyas subumdades tienen
una masa molccular muy semejante a las de la BADH dc ho_,a de amaramo

Se observé que. aparentemente, las bandas de proteina en la Figura 26 tenian- una
concentracion de proteina diferente entre si, sin embargo, se cargé el mismo '\'qlt;mcr; auna
concentracion estandar (0.2 pug/ul) para todas las muestras. Esto pudo deberse a que el
método de carga del equipo Phast System de Pharmac:a no pcrmnc saber con exactitud el

volumen de mucstra aplicado pues funciona por Caplla.ndad y con volitmenes de alrededor
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FIG. 25. Cr grafia de exclusic (A) Perfil de elucién de la

enzima (0.2 pglp.L) no lratada con DSF (B) Pcrﬁl dc elucwn de la enzima (0.07 pg/pL)

inactivada por DSF 50 uM. Abs 280 am . absorbancla a 280 nm.
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de 1 pl. Asi mismo, se encontro que ‘al pH de corrida dcl equupo con el que se realizo la

cluctrof‘oreSIs PAGE en condlc:ones nauvas, la BADH dc hoja de amaranto es inestable y

o pudxmos obtene resultados confablcs (Fxg,, 26). Sin embargo.

se disocia,” por lo cual

cabe mcncionar"&m comraron b ndas correspondncmes a (‘ormas con un estado

de ag,rcgacxon sup rio; al 'dii tada con DSF se dlSOcla en lgual o mayor

3) se. encomraron dlf‘ercncxas cmre la.s enznmas comrol Yy

brado que la ‘no;: tratada

mod:t’cada por DSF pero a mvel de monomero no de dxmero Se observaron dos bandas.

de protcma con una masa molccular correspondlcntc a la subumdad

que no se fon‘nan puentes dlsult‘uro mtersubumdad que produzca -un dime

covalcmemcme o un ag,regado mayor (tetramero), pero que pu den ormarse pucntes :

dxsulfuro mtra-subumdad produc:endo ‘monomeros con una mov:hdad electroforeuca
alterada. Por . ello. ;'-se ’decndno hacer estudlos de clcctroxoresm en condncnones
dcsnaturahzantes para conﬁrmar Ia formacton de estos puentes disulfuro intra-subunidad.

E— 1 ’ 2 3
Tetramero

Dimero

Mon6émero

ficiones nativas (Phast System) de Ia

Figura 26. Elcctroforesis en gel de p
BADH tratada con DSF. Carril 1, enzima 100% inactivada con DSF 200 pM. Carril 2, enzima
pura activa en ausencia de reductor. Carril 3, enzima pura activa en presencia de reductor. Carril 4,

BADH de rifién de cerdo activa. Las muestras se trataron como se indico en Materiales y Métodos y

se aplicaron 0.2 pg de proteina en cada carril.
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Antes de cllo, se repitio la electroforesis nativa en’ geles de poliacrilamida (PAGE  nativa)

usando la técnica descrita por Laemli (1970) adaptada para condiciones nativas, es decir, en

ausencia de SDS, ya que el pH de corrida es en este caso 'inferi r pl:l 83y la énzinia es

estable a este valor de pH. Se encontré que bajo estas condiciones'la enzima no_se disocia.

Se corrobord que la enzima no se afecta por DSF, al menos en lo que respecta al estado de

oligomerizacién, pues la movilidad electroforética de'la enzima:m

fuc la misma (Fig. 27).

s nativas de In

.. enzima

Dimero 110 kDa

en Materiales y Métodos, ‘La“conc'emracién
de enzima fue de 0.2 pg/ul. y se aplicaron 2

ng de proteina a cada carril.

Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida. 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 55 kDa. En este experimento, el
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amortiguador de carga contenia 3-mercaptoetanol, y dado que este agente no es capaz de

reactivar la enzima una vez inactivada, no se tuvo la precaucion de eliminarlo de la

97 kDa

76 kDa

66 kDa

eReswy - GEsmmgp -4 63 kDa

-« 55 kDa
53 koa

Figura 28. Electroforesis SDS-PAGE de la enzima BADH modificada por DSF. Carril
1. enzima (0.2 pg/ul) pura mantenida con B-mercaptoctanol. Carril 2, enzima (0.1 pug/puL)
inactivada al 100% por DSF 200 uM. Carril 3, enzima (0.1 png/ul) pura mantenida activa
en ausencia de B-mercaptoetanol. Para la electroforesis las muestras se trataron como se
describe en Materiales y Métodos. A la izquierda se indica la posicion de los marcadores de

peso molecular.

solucién amortiguadora empleada. Sin embargo, el reductor pudo actuar sobre Ia enznma

modificada mdcpendlememenle del hccho de que no ﬁ.\ese capa.z de: hacer que la enzima

recuperara su acnvndad ‘Po lo’: tanto," se hlmeron otros expenmentos en los cuales el

amortiguador de carga no contenia B mercaptoelanol (Fig..29)

ino tres, la banda

Esta vez se encom ntrol no presemaba solo una banda

de mayor mtcnstdad correspondleme a, la enzxma reduclda, de alredcdor de 63 kDa y otras

dos de aparentc menor masa molecular (55 y 50 kDa) que pudxesen ser resultado de la
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CARRIL 1 2 3 4 s
DSF + o+ + -+ -
GSit -+ - - - -
Br-Sll;)'u' - “+ - - -
DTT - - + - -
kDa KkDa
170
- 116

Figura 29. Efecto sobre In movnhdad electroforética de la BADII modll'cada por DSF
Carriles 1, 2,3y 4; la cnznma (0 1 ug/uL) pura sc macuvo IOO% por DSF 200 uM por 12

h, y postenormemc se: mcubo durame 4 h con lcs reductores GSH 10 mM B-

mercaptoetanol 10 mM o D'I‘l' 5 mM scgun se mdlca Carnl 5, enzima (0.2 pg/ulL)) pura no

tratada con DSF. A la derecha se mdlca la posncnon de los marcadores de peso molecular.
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formucion. de  puentes. disulfuro . intramoleculares, debido - a  que  Jas  muestras  se
desnaturalizaron por calor_en ausencia del reductor-y a que la enzima de acuerdo a su

secuencia aminoacidica ti

ne un alto numero de residuos de cisteina (16 por subunidad). £l

hallazgo mas notable en ¢l caso de la enzima inactivada por DSF (Fig: 29, Carril 4) es que

ya no presenta la banda de 63 kiJa correspondiente a la enzima reducida y la banda de
mayor intensidad que se observa corresponde a la enzima oxidada de 53 kDa. También se
obscrvan otras dos bandas tenues de menor masa molecular (50 v 43 kDa). las cuales. al
igual que en la enzima control, se cree que son producios de oxidacion tormados a
consccuencia del tratamiento de la muestra para la electroforesis, En los ca:iles previos se
tienen muestras de enzima que fueron inactivadas totalmente y despuds trata:das con agentes
reductores: GSH. B-mercaptoetancl y DTT. Sus patrones clectroforéticos son muy similares
a la enzima control. lo que sugicre que la incubacion con los compuesios reductores
convierte a la enzima inactivada a su forma reducida aunque no necesarinmente activa (se
realizaron mediciones de- actividad que no se muestran), sicndo maycr este-cfecto al
emplear DTT y apenas perceptible al usar GSH.

Finalmente, con la finalidad de bloquear los residuos de cisteina libres de la enzima, y
evitar asi la formacion de puentes disulfuro durante la preparacion de la muestra para la
electroforesis, se decidio utilizar N-etilmalcimida en Ia solucion amortiguadora de carga.

La NEM es un reactivo especifico de grupos tioles. que reacciona con éstos en‘ forma

irreversible, Satisfactoriamente. se obsernvo que con este tratamiento las formas de .la
enzitna que se aprecian son la de 63 kDa en el caso de la enzima no tratada 'y, en'las
muestras tratadas ¢ inactivadas con DSF. una Gnica banda de 55 kDa a una concentracion

de DSF de 200 uM y, en ¢l caso de 50 pM, ademas de esta banda se observa una banda de

%
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63 kDa corrcspond:cnu. a un’ mononn.ru qu(. no posee’ni gﬂn disull‘uro Entonccs. al
parecer, la proporcnon dc. Ia lorma dc ld <.n7lma con un’ pucmc dlsull‘uro mlrasubumdad
depende dc la concc.ntraclon dc DSF quc se cmplcc y dcl ucmpo dc mcubaclon con el
agente mod:l‘cador aunque es |ndcpcnd|cn(e de la pérdida total de acuvtdad A una
concentracion dc 200,p.M, la enzima esta totalmente ¢n la forma aparente de 55 kDa (FIG:

30).

63 kDa-—

Figura 30. Efccto sobre Ia movilidad electroforética de In BADH modificada por DSF. Carriles
1 y 4, enzima (0.1 pug/pl) tratada con DSF 200 uM. Carril 2, enzima pura (0.2 pg/pL). Camil 3,

enzima (0.1 [ig/uL) in‘ayctivada por DSF 50 pM. Las mucstras se trataron como se describe en

Materiales y N!&ddos.

Efccto dcl DSF en la \l‘lyuorccccncm intrinseca de Ia BADH de hoja de amaranto

La modlfcac: n de la estructura terciaria de la BADH se evalué por medio de ensayos de

ﬂuoresccncia mtnnseca de la proteina, especificamente la debida a residuos de triptofano.
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En la l-:burn 31 se pr(.scntan tos z.spcctroc de ﬂuorcscencm de la B/\Dll obtenidos antcs y
después de un xratamlcnto con DSF 50 ].I.M por l2 h Sc aprccla claramcnte que.en la

e la ﬂuorcscencxa con respccto al

enzima modﬂ'cada por DSI hay‘un apasamlcnto tolal

control,"asi como un cornmlemo dcl pxco dc maxnma cmxston hacm valores de Iong,nud de

onda mfcnorcs

Eslos resultado

proumudadcs se cncucntran un(os) resuduo(s) de tnptofano cuyo amblcnte se modlf‘ca

despuds del trdmnncnto dela cnnma con DSF

FEPE-TY (e R ) : .- 1350

zioal

- S.0;
-
=
2.%0 .
-3.00. — - . ~ - . . : - -3.00
i
z06.4 - ‘400.0a S80.©

A de emisién (nm)

Figura 31. Espcclro de fluorescencia intrinseca de Ia BADH, Bajo las condiciones

descritas en Mmenales y Mclodos la enzima sc excitdé a 296 nm y se rcglstro su emlsmn a
340 nm, antes (1) (0.2 pg/p.L) y dcspues (Il) (0.07 pglp.[.) de un tratamiento con DSF 50

uM. U.A.: unidades arbllranas de intensidad de ﬂuorcseoencna.

R4




VL DISCUSION

131 DSI7 ¢s un conocido Vinhibidor de las aldehido deshidrogenasas ampliamente usado en el
tratamiento de aleoholismo. Debido a la importancia que tiene elucidar tanto su mecanismo
de accion como su metabolismo en el humano. y de esta forma poder establecer si este
farmaco es recomendable como parte de una terapia contra ¢l alcoholismo. este compucesto
ha sido objeto de muchos cstudios. Tomando en cuenta que ¢l DSF posee la caracieristica
de ser un reactivo especifico de grupos tioles, nosélros lo hemos utilizado con un objetivo
muy diferente: como una herramienta para la caracterizacion del sitio aclivo de la enzima
BADH de amaranto para su comparacion, en cuanto a reactividad v accesibilidad de 1a Cys
esencial, con los sitios acuvos de las BADHSs de origen bacteriano (/2. acrugnm\u) y animal
(de rifion de cerdo). Por cllo, una de las principales aportaciones de este trabajo es proponer
que ¢l DSF, al:igunl que: otros.reactivos muy usados como la iodoacetamida o la N.N.-
ctilmaleimida, es atil cnﬂ'cl"cs‘ludi:o de los residuos de cisteina en las proteinas en general,
aunque éstas no cs.lén iAnvvolucmdas en el metabolismo del etanol, como es el caso de la

BADH de amaranto;

Vil 1. IN/!CI'II ZACION DE I.A li/ll)ll l’()R I)SI'
En ¢l presente estudio. se encontréo (|uc. la enzima BADH ‘de amaranto es inactivada

efectivamente por cl dmulhram. Cuando cl DSF s adxcxonaba en ausencia ° prcscncm de

ligandos, se produjo una in:\cuvacién xrrcvcrs:ble dcpcndlcmc dcl ncmpo y dc la

concentracion, que seguia una cinética de pscudo pnm'_r ordcn De este rcsultado lo‘que

intriga, ¥y que no sc habia reponado anteriormente ‘con ninguna de las enzimas que se

inactivan por DSF, es que la cinética de inactivacion presenta dos fases claramente

8s




diterentes: la Agne de la !':nsé rapida es alrededor de 20 veces mayor que la correspondiente a

la ftase lenta. vsuﬁonicndo que 'Vla inactivacion ocurre por modificacion de la cisteina

catalitica. la cinética bit':'{.s'i(:ﬂ ;Suéqc deberse a:
1) Cnupuralivi:lml :;a;:mi v entre los sitios activos. De ser este el caso, dado que la
cﬁzinm'cs di;wlériczi. la amplitad de las tases deberia ser de 50% - 50%.. 10 25 v 75%
como se’ha encontrado. lZsto es porque se requeriria la modificacion de la cisteina
esencial de’ un’ sitio activo ‘para que sc atectase la madilicacion de la cisteina
cscnci:ﬂ del otro sitio active
2) Protecciion parcial de la cisteina catalitica al modificarse por DS otra cisteina
no c.\'cﬁciul. LLa BADIH de hoja de amaranto posee 16 residuos de cisieina, de los
cuﬁlcs s6lo uno es el coﬁservado en las BADHs, y ALDHs en general, v es esencial
para la actividad de la enzima. El modelo tridimensional de la BADH (Fig.32) que
se obtuvo recientementé eén nuestro laboratorio a partir de la“secucncia ‘de dicha
proteina (L.egaria ¢/ ¢/, 1998) muestra que solamente ¢l residuo catalitico (Cys 294)
v uno préximo a éste (Cys 453) (Fig. 35) estan expuestos al medio, de acuerdo a un
ensayo de simulacion de wccesibilidad de cisteinas mediante el programa de
computo Swiss- Pdb viewer v, 3.6b3. Por lo que en principio no se puede descartar
la posibilidad de que la moditicacion por DSF de la Cys 453 afecte a lu velocidad de
inactivacion de la Cys 294 Sin embargo, los resultados obtenidos en presencia de
los ligandos. que se discuten mas adelante, sugieren que la cindlica de inactivacion
bifasica no sc debe a esta razon, ya que scria dificil explicar como los ligandos
incrementan la velocidad de inactivacion de la fase rapida sin nfeélar su amplitud.’

Para que esto ocurricse habria que suponer que se incrementan la reactividad y/o




accesibilidad de los. dos. residuos de cisteina, lu esencial y la no esencial, por un

mismo tuctor, lo' que es dificil de admitir.

FN7

iones de

3) Existencia - de sitios activos - heterogéneos por. existir dos

homodimeros o heterodimeros, . cuyas. . cisteinas  esenciales’ tengan - diferente

reactividad, de acuerdo al siguiente modelo:.

(b4 ‘ E*
Maodificaciion Rinida NMaodificacion Fenta
E - DSF E*- DSF

Esta posibilidad es la mas consistente con nuestros resultados. La proporcion de
ambas formas estaria dada por la amplitud de las fases, por lo que bajo nuestras
condiciones experimentales, la forma mas reactiva seria, aproximadamente, 25% v
la menos reactiva 75% del total de la proteina BADH. Puesto que la enzima aparece

altamente homogénea en clectroforesis SDS - PAGE, y dado que no hay todavia

evidencias de que existan isoenzimas, estas dos formas cnzimdticas pueden ser
diferentes conformeros de la BADH. Cabe recalcar que la misma cindtica bifasica
de inactivacion se ha obtenido en nuestro laboratorio con otros reactivos especificos
de grupos tioles, tal es ¢l caso de la iodoacetamida (Mdjica-Jiménez y Muioz-
Clares, resultados sin publicar). Las dos hipotéticas formas de la enzima podrian
cstar presentes in vivo, o.ser el resultado de una modificacion desconocida ycasual

durante el procedimiento de extraccion y puriticacion.

El valor estimado de la constante de velocidad de inactivacion de segundo orden a pH 8.8

para la fasc rapida de inactivacion, es de 1.53 x 10 M s ', que es alrededor de dos veces
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superior a la obtenida usando la. enzima ALDH2, due es el blanco del DSF en la terapia
contra ¢l alcoholismo. y a las reportadas para otras '/;LDHS {(Myhre et nI‘.. 2061). Esta 'alta
scnsibilidad al DSF de la BADH de héja dc‘z‘{n;a;'anvtb» cs interesante porque contrasta con el
recporte de que la BADH de higado hurnané es resistente a la modificacion por este
compuesto. Esta alta sensibilidad al DSF permite suponer que la enzima también serd

sensible a los herbicidas analogos a este compuesto.

Figura 32. Modelo tridi i ! del 0 0 de Ia enzima BADH de amaranto a

partir de la secuencia de aminoacidos y de las coordenadas cristalograficas de la tinica
BADH que se conoce su estructura, la BADH de higado de bacalao, con la que posee una

identidad del 39.4 %.

e TESIS CON
FALLA DE GRIGEN




EEn la Figura 3: se. muestran - las cstruclurav. y dmu.nsnoncs aproxtmad:m de moléculas,
mcluycndo al DSF quc. se han rcponado que ‘son parucularmc.me buenas en unirse a o
reaccionar:con cl mtxo activo dc. ia aldchldo dcshldrog,enasa cltosohca de higado de ovcja,
la cual ocupa lambxen NAD como coenzima. :Se trata de compueﬁtos de  naturaleza
hidrofobica y esencialmente planares y aunque el DSF no cs csujictamgmg ‘pylanar, puede
adoptar tal conformacion. Por lo tanto, se sugicre que cuando la cslructura_ tridimehsioﬁal
de la BADH de amaranto sea elucidada, se revelara un surco hidrofobico de unié{i bastémc

largo al cual el DSF se pucde ajustar ¢ interaccionar fuertemente.

Resorufin acetato:

. @11

-— 118 A ————

Retinnl:

-———— 117 A —————

Disulfiram:

CHLCH, - :
J JCH,L,CH
cn,eny jGRtatetin
CH,CH, -
— :
2-bromo-4’-iodoacctanilidas s

ura 33. Comparacién de las estructuras y dimensiones de ciertas moléculas que

tienen alta afinidad para la ALDH citosélica de higado de oveja (Kitson y Kitson,

1996).




VI 2. EFECTO DE LOS LIGANDOS EN 1A INACTIVACION DE 1.A BADIH
POR DSF. » » ‘

Todos los ligam!os incrcmcmzm la velocidad de inactivacion de la primera ﬁlsc de  Ia
inactivacion por DSF. Estos hallazgos contrastan con'el re¢porte de que'la ALDH clase 3 de
higado de:rata s;xfrc inactivacion por . DSF sél6 en ausenciaz de NAD® (Koivusalo vy
Rnulblﬁﬂ.'lDS?). Proteccién parcial por este ligando se observa también en la inhibicion por
DSFde la cnzimav'\LDH mitocondrial de baja K,, de higado de rata (Marchner v Tottmar,
1983).
Con respecto a la betaina aldehido, su efecto sobre la velocidad de inactivacion intriga por
dos rjaéc;ncs: primero, porque indica que el sustrato se une a la enzima en ausencia de la
coenzima 7 a las concentraciones relativamente bajas de sustrato "usadas ‘en. estos
experimentos - (0.2 mM), aunque se sabe que ¢l mecanismo cinético de la BADH de
amaranto es ordenado a bajas concentraciones de sustrato, uniépdps§ la coenzima en primer
lugar (Valenzucla-Soto y Mufioz-Clares, 1993). Por lo tanto, es probable que, bajo nuestras
condiciones experimentales, la betaina aldehido se una a la enzima libre en’ forma no
productiva, por lo que no estaria interactuando con la cistcina,gscn;ial bara formar el
tiohemiacetal intermediario de reaccion. Segundo, aun si éste fuesé el céso, la unidén de'la
betaina aldehido al subsitio del sustrato deberia proteger éstéricamcntc a la cisteina
catalitica de la modificacion y. entonces, disminuir la velocidad de inactivacion. Sin
embargo, existe la posibilidad de¢ que. en ausencia de la coenzima NAD™ la betaina
aldchido se una no productivamente al subsitio de la coenzima y pueda asi. permitir la

modificacién quimica de uno o ambos residuos de cisteina del sitio activo. Cuando tanto la

betaina aldehido como el NADH estan presentes en el medio de incubacién, la constante de
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velocidad de la primera tase se incrementa con respecto i la encontrada para la enzima libre
pero es mucho menor que en los cumplgios:binnrios» dc la enzima con NADH o betaina
aldchido. Este rusmlxllad’x;y sug,i‘crc,q'L’nc si la coenzima esta presente, la betaina aldehido se une
al subsitio del uldchido.ybmor’gando asi‘ 'algux‘m proteccion contra la inactivacion, Cabe
mencionar. que posiblcmcnic >n¢‘n sc . abservaron los efectos maximos de proteccion del
sustrato debido a las concentraciones de aldehido usadas en estos experimentos.

Las amplitudes de las tases rapida y lenta no se modificaron signilicativamente en las
cindéticas de inactivacion en presencia de los ligandos probados. Este hallazgo apoya la
hipotesis de que, bajo nuestras condiciones experimentales de inactivacion, la BADH de
amaranto existe como dos formas marcadamente diferentes en cuanto a la reactividad o

accesibilidad de sus cisteina(s) susceptible(s) a la modificacion por DSF, como ya se

discutio. Si las cindticas bifasicas se deben realmente a la presencia de dos formas de la

enzima. se puede concluir de estos resultados que la union de los ligandos a la forma mas
reactiva incrementa mas su reactividad, mientras que su union a la forma menos. reactiva

apenas si la afecta.

VIIL 3. CAMBIOS EgTRUCTURAI_ ES DE LA BADH MODIFICADA 'I:’()R
DSF ¥ POSIBLE MECANISMO DE INACTIVACION o ‘
l.a conclusion de que la enzima sufre cambios estructurales impondmes al modiﬁcarse por
IDSF esta apoyada por el hecho de que la fluorescencia intrinseca de la cnzimausc élt;:'ra
protundamente después de una incubacion con DSF, lo cual esta hablando de un C;r;bio,en
la estructura terciaria de la proteina. El apagamiento de la ﬂubrcsccncia observado en la

enzima tratada podria ser resultado de una transferencia de carga entre el o los residuo(s) de

1




Trp y el propio DSF, que al unirse al sitio activo estaria ademis, haciendo ¢l ambiente de
éste mas hidrofébico, lo que explicaria el corrimiento de la longitud de onda maxima de
emision. Es importante que nucstro modelo muestra cuatro residuos de Trp muy cercanos a
la Cys 294, particularmente el residuo Trp 459 que a su vez esti proximo a la Cys 453 (Fig,

34).

(2) Trp 170

Figura 34. Residuos de triptofanos localizados ¢en el sitio activo segian ¢l modelo
tridimensional de ln BADI de hoja de amaranto. Se muestran los residuos (a) Trp 170,
(b) Trp 446 y (c) Trp 459 y Trplel. Las distancias indicadas en las figuras entre los

residuos de Trp v la Cyvs catalitica estan dadas en A. .
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Figura 35. Residuos de
cisteina en el sitio
activo segiun ¢l modelo
tridimensional de 1a
BADH de hoja de
amaranto. S¢ muestran
el residuo catalitico Cys
294 y el residuo de
cisteina mas proximo,
Cys 453. La distancia

entre ambos residuos es

Ar 7 /KR &

La estructura nativa de la BADH de hoja de amaranto es un homodimero (Valenzuela-Soto

v Muiioz-Clares, 1994). La agregacion a tetramcros o la disociacion a mondmeros. producc,- .

Muiioz-Clares, R.A., resultados sin pubhcar), Io que permm: que exista . pnnmpalmcn!e
como tiolato al pH al que se realizaron estos cxpcnmcntos Y, por xanto, pueda reacclonar
rapidamente con el agente modificante. Por el comra.no. el grupo uol del resto de los
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residuos de cisteinas debe poscer valores de pAa tipicos, alrededor de 8.8, lo que los hace
poco o nada reactivos a los valores de pH fisiologico. Quizis la excepcion'sea la Cys 453,
que tambicén estd en las inxl1§diaé§6ncs del sitio active y. scgun nuestro modelo de la
estructura tridimensional de la cnzima, lo suficientemente préxima y con la oricxrllacic'm
correcta para formar un disulfuro con el residuo catalitico, Cys 294 (Fig. 35). Los cambios
en la movilidad clectroforética de los mondmeros, observados tanto en la electroforesis
nativa a pH 8.8 como en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, podrian por tanto

deberse a la formacion de este disulfuro.

Ambos residuos

¢ encuentran separados a 200 residuos de aminodcidos en la secuencia de
la proteina, lo que explica que al formarse un puénlc ‘disulfuro entre ¢llos la movilidad
clectroforética del monémero de la enzima aumente, tal como se observo, pues las
subunidades se compactan y mq,ran mas’ rnpldamcnlc..\lucs(ro% resultados, por ldnlo.
sugieren que la modificacion qunmnca por DSF dc la® BADH dc hoja de amaranto ocurrc en

dos pasos. de acuerdo al esquema de la F:bura 36

Xl paso 1 conlleva la inac(ivqcién d:c la enzima 'y es muy ripido. El pAso 2 deb‘c ser mas
lento, porque la distancia entre los dos residuos de cisteina si bien permite la formacion del
disulfuro no cs la optima, y ademas porque la proporcion del grupo tiol del residuo Cys 453
que existe como tiolato al pH del experimento, no dcbe ser tan alta como la del tiol del
residuo  catalitico. Sin embargo, este segundo paso no es posible observarlo en los
experimentos  cinéticos rcalizados cn este trabajo porque la enzima se inactiva en el
primero, Es probable que la formacion de este disulfuro conlleve cambios irreversibles’ en
la estructura de la enzim;, aun cuando puede reducirse por la accion de agentes reductores,
sobre todo por el DTT. Esto es consistente con el hallazgo de que el grado de reactivacion
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de la enzima depende del tiempo transcurrido después de la inactivacidn y con el hallazgo
de que el puente disulturo observado en la electroforesis se elimina por reduccion con DTT

o J-mercaptoctanol. pero no se recupera la actividad enzimatica.

Con base en los hallazgos experimentales, el mecanismo propuesto d‘c inactivacion de Ia
BADI por DSF se muestra en la Figura 36. LEiste mecanismo se asemeja al descrito por
Myhre ef «f. (2001), que ocurre en la ALDH2, en el que se promucve la formacion deun
pucnte disulfuro inmtramolecular en la proteina, entre ¢l residuo de cisteina esencial v uno
proximo. Sin embargo. se requieren de experimentos adicionales para elucidar dicho
mecanismo, tales como una mutagénesis sitio-dirigida o la espectrometria de masas que nos
diria si se forma un disulfuro mixto o el disulfuro intrasubunidad.

La inactivacion de la enzima por la formacion de un disulfuro intrasubunidad. desde el
punto de vista fisiologico. seria un importante punto de regulacion ya que de esta forma la

BADH podria recuperar su funcion catalitica una vez que ha sido inactivada.
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IN. CONCLUSIONES

1. La actividad de la enzima BADI de hoja de amaranto es sensible al disulfiram.

N

La cinética bifiisica de inactivacion  por disultiram sugiere que existen dos tormas
de la enzima o dos diferentes sitios activos con muy diferente reactividad ‘del

residuo de cisteina esencial

.

3. Los ligandos dcl sitio activo no protegen frente a la inactivacion por disulfiram. por
¢l contrario aumentan la velocidad de este proceso. indicando que suvuni('s'n provoca
un cambio conformacional en la enzima que lleva a una forma que posec un residuo
de cisteina catalitico mas reactivo.

4. El residuo de cisteina catalitica parece poder formar un puente disulturo con un
residuo de cisteina vecino: sin embarpo, para poder concluir definitivamente a‘ cste
respecto se requicre hacer mutagénesis sitio-dirigida de ambos residuos.

‘5. La posible existencia de dos formas de la enzima, el cambio en la reactividad de la

cisteina catal

ica provocado por los ligandos y la capacidad de este residuo de
formar un puente disulfuro, podrian ser parte de la estrategia de la enzima para

idacidn en un ambicnte de estrés osmético sin

evitar la inactivacion por oo

comprometer su cficiencia catalitica.

Como conclusion genecral se puede decir que los hallazgos cxpcrimcmalcs que. se
aportan en . este trabajo permmcron llegar a un mc;or cmcndxmxcmo acerca de la_
modulaciéon de la rcacuvndud de la cisteina catalitica y su rc&ulacnon en esta |mportamcf

enz

wa, Ademads sentaron las bases para estudios futuros con herbwldas anélogos al

disulfiram.
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SPERSPECTIVAS

tencia de las dos formas de la

£s importante investigar mis a ('ondo’ la: posible e
BADH y. en su caso. dclcrn;fnzlr su origch, Se 1endra que comprobar. por
isoclectroentoque si-existen dos lbﬁnns que dilieren en su pl, y/o por espectrometria
de masas si las (‘iifcrcucbi.as son'en 1amaiio. '

Es necesario corroborar el mecanismo de inucli\':ici(?n por DSF propuesto, mediante
técnicas especializadas como la espectrometria de masas' y la mutagénesis sitio-
dirigida. l"ara el ultimo punto. se requiere lograr la expresion de Ia eﬁzima BADH
de amaranto en organismos tales como bacterias o levaduras.

Como seha mencionado, existen herbicidas tiocarbamatos de  gran uso. cuya
estructura quimica es altamente parccida a la del disulfiram; pér lo que se tiene
interés en caracterizar ¢l efecto de estos agentes sobre la BADH . de hoja de

amaranto.
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Abstract

Hetaine aldehyde dehyidroge

se (BADH) activity might be crucial for the groswth of the hman pathogen
Prcwdonionas acruginesa ander conditions of infection and theretore appears o he a saitishle target for antimicrobial
apenis. As o st slepr in the scarch for BADH nhibitors, we have tested the etfects of the known aldehyde
dehvdrogenase anhibitor  disulliram (D8F) on the actvity oF 22 gerucmosa and  clnarantlies by pochondviaeus
Gunaranth) leal BADEH S DSE wotally ctivated both enzytmes in o tine- and dose-dependent manner. tn the cise
ot the scudomaonas enzyime, mactivaion Kinetics were monophisic with o ~ nd-order imnachivation rate constant al
PH 69 of 39 +03 M P s ' whereas the pliant enzvine wits 1inactivated an a biphasic process with second-order
machivation se constants at pH 2.5 of 6.8 + 0.6 and 0 334003 N ' 0 ' At pI 8 8, the second-order rate constants
tor mactivation of the bacteriat enzyme was 1< 100 M s P owihieh compate well with that reported tor human liver
mntochandnal aldehyde dehydrogenase (ALIDEHE2), the target of DSEanhibition an the aserson therapy o alcohohsm.
Both BADEIN were mactivaled Gaster i the presence aof NADE)Y * thae anats abaence, swhereas NAD(PH and betaine
aldetivde protected the b teniah, but increased the inactivavon rate of the plant enzsyme The imactivated enzyiizes were
reactivated by dithiothecitol, but not by a high concentration of the physiolopcat reductant elutathone. The high
Vitro sensitiaty of the Pacwdomionas BADI to DSE, particularly i the presetice oF NADP)Y T topgether wath the Lack off
eversibidiny of DISE modification by glutathione, makes this inhibitor o potental antumcrobul agent and s sts that
1t meht be worth testag ts elfects and those oty metabolites 1 vivo, under cultine conditions i swlhuch the activity ol
BADIH s orcquared tor growth ot the bactera
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1. Introdu

o

Pycreddomuona
human patho,

111 opportunistic
1 thit can grow on glveine betai
or glycine betaine precursors, such as phospha
dylcholine, acetylcholine, phasphorytcholine
chioline, as the sole source of carbon and nitrogen.
These compounds are very abundant in the infe
tion sites ol this bacteritm {1 3]and their presence
induces  the synthesis of the cenzyme  betaine
aldebyde dehydrogenase (BADEL EC 1,208y [4).
BADIL catalyses the irreversible  oxidation of
betaine  aldehyde to glycine betaine  wath the
cancomitint reduction ol NADP)

NADMIL. Glycine betitine is i quaternary
momun compound that plays an important
s osmoprotectant in the response ot o

vitrtety of” cells to osmotic stress [3.6], a condition
which  is  frequently  present in £ aeruginosa
infection such as in the fungs of patients
suffering  tfrom cystic fibrosis 7). In fact, f°
@erugInoNa able 10 grow under osmotic stress,
particublarly in the presence of the osmoprotectant
glycine betaine or its precursors [8.9) and it has
been suggested that its virulence mipht be retated
to its ability to adapt to this stress [10). Gilycine
bettine m, theretore. play the duad role of an
osmoprotectant and a metabolic intenmediante in
this bacterium. Thus, BADH activity might be
crucial tor bacteriad growth under conditions of
infection, ic. osmotic stress plus abundance of
glycine betaine precursors and so it seems 1o be a
suitable target for antimicrobial agents. Inhibition
of this enzymutic activity would starve the bacteria
prown in glycine betaine precursors and/or ser-
iously affect their ability to withstund osmotic
stre: It would also stop growth, even if
betaine is present, due to the tosice eftect of the
build-up of betaine addehyde, as has been found in
a £ acruginosa mntant deficient in BADH activity
[

One of the best known and widely used afdehyde
dehsdrogenase inhibitors is disulficion (bistdicthyl-
dithiocarbamoyl) disultide. DSEFY a drug long
used in aversion treatment of alcoholism. DSE
irreversibly inhibits the liver mitochondrial ald
hyde delhiydrogenase (ALIDH2), causing accumuli
tion of acetaldehyde resulting in the undesirable

elfects called “disallirpm-ctiumol” reaction [12).
Although DSFE is metabolized 1o produce diethylt-
dithiocarbhumate aind methyl dicthylthiocarbameoil-
sulfoxide (NMeDTC-80) which are also potent
ALDH inhibitors, [130 DSE might still be in-
volved in the e vivo inhibition off ALDUH2, tor a
certatn samount ol dicthyldittsocarbamate can be
reoxidized 1o form imtracellular DSEE (14,15, The
Lhuman isozyme E3 ALDH or ALY is a BADH
[} 6] relatively msensitive 0 DSE anlidbation [17].
T'o the best of our knowledge. no other BAIEL]
boeen invesu

ited morespect o DS seasitivin
o 1Test steprn the scach tor imhibitors, we have
tested the clteats off DSE on the activity of 2
aeruginosg BADEHD o an attempt to better under-
stind the mechanesm of inhibition aond toonvesti-
pate whether ot not ths compound could be used
as o speailic mhiebitor of the bactenal enzyme, we
also studied s efteas ona sttacturally  and
functionally different BADHL. that trom Atmars
anthus hypochondreraens Guaranthy leaves. The
enzyvme from f' acrigimosa s tetramerie (18],
15 ALDIW 117 and ases NADEP T and NAID ™ as
coenzyme (19200 swhereas that Crom amaranb is
dimeric and  shows o muarked  preterence  tor
NAIDD® [21]. In tus work, we described  the
mactivating eftects off DSE on both BADLs in
the absence and presence of several 1y

ands.

2. Material and methods

P aeruginosa wnd sn
purified to homog nd stored in the presence
of 2-mercaptocetl s deseribed 19,211, Betore
weatment with DS the BADIH preparations were
twice rapidly pel-liltered  tollowing  the method
described by Penetshy [22] 10 remove 2-mercap-
roctiunol, The Wltranon butters were: tor 22
acruginosa BADTL S0 mN potassiiun phosphate,
Pl 6.9, containing 1 mh YFEA and 25 miM KCl
(bulter Ay Tor amaranth BADEL 50 M Hlepes
KO, pli 7.5, containing 1T m>»M EDTA, 180 miM
KCT and 1007 (viv) glveerol (bulter 13). Al sol
tions were saturated with nitrogen just betore o
to prevent air oxidation of the cysteine residues,
DSE stock solution (2.5 mM) was prepared in

vanth BADIHSs  were

cl-
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0.00 1 1 1 1 1 Il 1
o 25 50 75 100 2 3 4 5

[DSF] (M) In[BSF]
Fot 1T ses of i ion of 7 BADH by DSF. {A) The enzyme (0.6 ,xM as the tetramer) was mcubated at
W butfer A plus 5 pM (8 5 udl (. 50 ;l\l (a)or OO pM (03) DSF. (N T P irsteorder Tate ¢
Torm, on 1! and of the ¢ der rute tor ivation. (C) Deter of the

won onder on D! from the data in ().

absolute cthanol and cuzyme ligands were dis- 3. Results and discussion
~alved i nitrogen-saturated water. £ acrigeinosa
ar anuaranth BADH were incubated with appro- . . . .
prate concentrations of DSE, in the absence or S Inactivation of F.oaeruginosa and amaranth

ands, in butters A ar B, respectively, BADIs by DSF
Linuwds and DS were added simuitaneously to
the eneyime prepa At the indicuted time
mtervals. aliquots removed  and  cnzyme
activity  assayed ibed [19.21}  Activity
data were analyzed by nonlinear vegr

presence of lig:

Enzyme inactivation by DSF under pseudo-first
order conditions occurred in i time- and dose-
dependent nunner (Fig. 1{A) 2(A). In
the absence of DSF, but pr " 2% (viv)
on. methanol as the DSF vehicle, no changes in

| 1O
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ctivation of gmaranth BADH by DSF. (A) The cnzyme (1.3
batler 18 plus S0 N (@), Ilm WAL (@), 150 M ( ador 213 uM(O) DS,

u and deter ut the rate
Trom the data in (1)
cnzvnuitic activities were observed.  Inactivation

hinetics ot f2. aerngingsa BADLL were monophasic
3] 1A). whereas those of the amaranth enzyme
¢ biphasic (Fig. 2A). The pseudo first-order
cate constants of inactivation, Ao estimated by
ftting the experimental data to o single or double
evponential decay equation by nonlinear re
as appropriate. were linearly dependent on
PINE concentration (1 1B) and I 2(13)). The
absence of curvature suggests that \nu the con-
centration range used o signi 1t enzyme - DSE
comples accumulated during inactivition. From
the slapes of the lines i Fig, 1B) and Fig, 2(B), we
estimated  inactivation  second-order  rate  con-
stants, & alues of 4.90£0.30 MY s ! for

res.
SOt

o
T Y

a.s 5.0
In({DSF)

4.0

1M as the dimver) was incubated at M "Cin
. (11) Dependence of the ritte constants for inactivation on DSF
for inactivation. (C) Detenmination of the teaction vrder on DSE

1 acruginosa
033 0,08 M
inactivation phas
cuzyme. Using

BADI and of 6.81 £G.61 and
' ‘. for the fust and slow
respectively, of the amaranth
the wpsition:

in =ln

+ 0 DS,

where o is the order o inactivation with respect 1o
DS we estimated 21 vadues ot 0.77 £0.09 for the
I enzyme and of 1.1240.10 lor the fast
and LI9£0.38 Tor the slow  plu of
ation of the plant enzyme ( HC) and
2(CY). These values indicate that the loss of
talytic activity was tirst-order with respect to
DSFE for both enzymes.
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fy the coase of the amaranth BADIL the
amplitude of the st and slow phases, 25 and
73%0 respectively, were the same ar any  DSIF
concentration tested. To is interesting that the
biphasic inactivation kinetics with similar phase
amplitudes were abtained with others thiol mod-
itying reagents, such as jodoacetamide |23 As
discussed o the fast cited paper. the biphasic
activation s most likely doe to the existence ol
two anurranth BAEL contormers with different
reactivity or accessibility of their catalytic thio-
Nmce the proportion of both forms would be
ennen by the amplitude of the phases. under our
eapernnen i the mme reactive form
wattld be 2 md the less reactive 75%0 of the total
BADI protein.

AUPpEE S8 the reactnion of 2 aerueoiosa BADH
with DIS17 was toa rapid for the accutate deternti-
nation ot the inactivation kincties by assaying the
tor restdual cnzyme activity., Neverthel sec-
ond-order rate constant could be estinunted to be
at deast 1000 N ' s b This value compares well
with thist seported by Myhee et alo (24 (or the
reaction of DSIS with hunue ALDI2, 830 M !
s 'under conditions similar to owrs. Under the
samie conditions, the sccond-order rate constant ot
the Iast pha 3 anth BADH nactivation
was 1,53 < 10° s !

Late

3 s and that of the slow
09 M Interestingdy., the
st and slow phases, 22 and 7855, respec-
were similiar to those obtained at pH 7.5,
mdicating that the increase in pll did not aftect the
relative  concentration of the putative enzyme
torms

BADH  inactiviation by DSE most probably
nolves the moditication of the essential cysteine
restdue, as in ALDI2 (23] where it might promote
the tormation ol i protem intraanolecular disulfide
brdge between  the essential and o
cyvstame vesidues. 2 gerngmeosa BADH has e
nonessential cystemes  [260] e addition o the
essentia] one, Cys280,0 but the three-dimensiona)

Phase
ot the

mplitude

none is close enough to Cys286 o tonn a disalfide
Ludee. I accordamee,  the  three  site-directed
BADIL mutants, in which the nonessceatial Cys
residues have been changed to Al [26], were also

wctiennss 143~ 194 (2K ) 149158 153

In(% Inltlal Activity)

1 T T v y T T

o 15 30 as 60 75 a0
Time (min)

3. Effect of enzyme-tigands on the ot P
inesa BADH by DSE. BADE was incubated without (@)
or with S0 M DSF in the abswnce (@) or presence af the
followmg bgands: 3.7 mM NADP® (a) 37 mM he
aldehyde (01, 37 mM NADPH (O) and 37 mM betaine
aldehyde plus 3 7 M NADPH (a1 Other conditions were as
w Py L The lines were obtined by linea segiession of the

Pacudotissteonder rate constants fin the inactivition of 77,
acrsgmena BADI by 500 pM DSE in the abnence or presence
of different enzyme-ligsands

Lagand (3.7 inhy Ay i~ "3 ¢ 100" Yy

NADPH
NADY

BA

NADPIL + BA
NAD - BA

tues £8 B were estinuted by a it of the mactuvation data
1o o sgle esponential decay eqy ‘
son. BA,L betiine aldehyde.

ton bsmg nonlimear teg

inactivated by DSE with similar Kinetics to those
ol the wild enzyme (not shown). These results
prove that inactivation of I°. aeruginosa BADIH by
DSF is due to the formation of i mixed disulfide
between the essentinl Cys residue and DSF, The
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nels on the imacti
(@)ory of th

ion of imaranth BADIT by DSF. The enzyine w
ol Bpand« 0.2 mM NAD* (a)

18 incubated without () o with 50
0.2 M betincalbehyde (C1). 0.2 M NADIL

ne aldehiyde plus 0.2 M NADIH (A ). Other conditions were . The lines aie the best it of the
muactivation data (o the cquation for o sgle o I decay by ! 1
three-dimensional model of .mml.unh BADH does presence of ligands, estimated by nonlinear regres-

show i Cys 1

sidue close to the e

I one and it sion of the experimentad dat

i then possible that in this se. DS F-inactivinion The prowection against inactivation attorded by
wvolves the formitijon of a disullide between these betiaine aldehyde is consistent with the Kinet of
two Cys residues. Further experiments are needed I acruginosa BADL Ax the Kinetic mecha m s

ity the mechanism o BADEH o

wctivation by

random [20]] the aldehyde can bind 10
the active site i the absence ol the coenzyme and
then protect against inac tion through @ steric

fects of ligands on BADH inactivation by eftect. The results obtained with the oxidized
coenzymes agree wath the coenzyme-induced in-
creases i the reactivity or accessibility of” the

Incubation of £ aerugimosa BADH with DSE essential Cys towirnds methyl methanetthosulpho-

the presence of NADP © enhanced the inactivation nate (MMUUS) recently reported (28], However, the

tte, whereas betaine aldehiyvde or NADPH pro- decrease in the rate of DSF-mediated inactivation
tected the enzyme against  inactivation. When i the binary compleses cnzyme-NADIE and
present together in the  inactivation  medium, enzyime~ NADPIL contrasts with  the iner 3
betaine aldehyde and NADRPLHE afforded  towl previously found in MM TS-medited inactivation
protection (Fig. 3). Qualitatively and quantia- [28]. These discrepancies might be explained by the
uvely similar results were obtained with NAL Y ditferences in-size ol the two thiol reagents. Even
and NADILL Table § gives the vajues ot the first- though all binary complexes of enzyme and
order rate constants for inactivation by DSFE in the coenzymes behaved similarly  with respect to 2
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fable 2
Amplitades it first-order constants
enzyine-bprands

129N Aamplitude ¢

tey Gmiin "p (o< 10

None 25
NAD 20,
NADH 20
BA

NAD < BN

190+3.60
KK 3§ 37N N2 e T
1619 230 0 TR 06
T NN

TEIeN weroa

Vilues + 8 B were estin mactivition date 1o o single o double exponental decay equation. usny nonlinsite
eavion, BAL betine aldehvde.
Ihis value wats lised oy the Ditung paoce
snndl thiol reangent, such NAUTS, the use of the the presence of NADEH, although the aldehydes

hulkier DSE as a modityving reagent shows that the mduced mcerease ot the slow

e constant wits

oadized and reduced coenzymes bind ditferently higher than thatinduced by the reduced coenzy
in I acruginosa BADILL active site pocket. Appar- 117 the biphasic kinetes of inactisation ate inde
ently. NADIH cnd NADPEH bind in o manner that due to the presence of two amavanth BADEIL

diminishes the accessibility of the essential thiokste forms. as discussed above and elsewhere 23], it
to a bulky reagent, whereas NAD ' and NADE ® might be concluded from our results that binding
Iinve the opposite etfect. DitTerences in the binding of  betaine addehsde and . NADH o the fast
ot the oxadized and reduced cocnzymes have also reacting . one s overy cdhitferent rom that of

be noted in studies ol the three-dimensional NAD L while the three higands appears 1o hind
sttucture  of  the holocnsymes torms of other stmlarly 1o the slow reacting torm

aldehyde dehydroy tses [29) The increase in the ‘Fhe increases i reactivity towards DSE pro-
DSEFanedinted mactivation the enzyme produced moted by all hgands on bindmge 1o the amaranth

by NAIXEP)* might be eele

nt for the possible enzyme ndi

e o rapid, baand-induced confor-

wse i vivo of thas inhibitor, or its metabolites, mational change. in agreement with the lindings of
since itoas most likely that an important proportion another study in which iodoacetnde v used
ol the total cnzyme exists as hinary complexes with [23] However, the results of these two studies are
the onidized coenzymes. In this respect, 2 aerngi- contrasting sinee increased nuctivanon was found
nosa BADH would be even more suscepuble to i the expermments with DISE reported here,
miubitton by these compounds  than rat liver whereas de sed nacuvation was observed in
ALDY wihich  w found to be completely those with toacetanide reported in the other study
protected against inactivation by NAD © (30). 123). 1o additon to the chemical and structural

I amaranthh BADH all ligands, particutacly dilterences between the two reagents, the differ-

betame  aldehyde, promoted a greater rate of ences o the expertimental conditions of the two
Hmactivation by DSEFL mostly by iner ung the stadies. particatarly those concermng the preincu-
mactination rate of the fist phase, but they did not Hation penod of the enzyime with the bgand. might

Clangee the phase amplitades (0 4 and Table 2). account tor these discrepancies
NADIH notably mercased  the inactivation rate I'he resutts obtamed with betane aldehyde are
constant of the irst phase. while 1o barely attected mtriguing for tw o reasons. First, they indicate that

that o the sceond phase. NAD Y provoked a the substrate binds to the enzyime my the absence of
much  smuller  increase in i

ity than the the coenzyme at the relatively Tow concentration
binding off NADEE (Table 2). In the presence of used in this experiment, 0.2 mM. However, it is
betnne  aldehyde, the inactivation  kinetics  of kunown that amaranth BADUH (ollows @ steady-

amaranth BADIH re:

cmbled those obtained in state ordered me

V14

hanism at low concentration of
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Iig. §. Reactivation by 5 mM DTT (OQ)und 10 mM GSH (4 )} OF (A) 2. acruginosa BADE inacuvated by 50 pM DS i the pr
3 mM NADIP T (1) amaranth BADH inactivated by 50 pM DSI7 in the presence of 0.2 M betame aldehyde. Other

in Figs. 1 and 2. The lines are the best fit of the inactivation and reactivition datas 10 the equations Tos single exponent|
or gowth, respectively, by i .

substrites [31] and a random one at high concen- nonproductive to the cocnzyme subsite, thus
tritions [32] and so it is most likely that under our permitting chemical madification of ane or both
eaperimental conditions, betaine aldehiyde binds to active site Cys ressdues. When both bewaine

the free enzyme non productively, ie. not inter- aldehyde and NADIGT are present in the incubation
acting with the essential cysteine to torm the medivm, the rate constant of the tirst phase is
reaction  intermediate  thiohemiacetal, S increased with respect to that found tor the fre
even if this were the case, binding of betaine enzyme but much less that in the binary complexes

aldehyde to the substrate subsite should stericatlly with NADH or betaine aldehyde. This resuft
protect the essent Cys inst modification and sugpests that i the coeneyme is present, betaine
then decrease the rite of inactivation. Amaranth aldehyde binds 1o the aldehyde subsite, attording
BADH has o cysteine residue, Cys453, a0 ity sone protection against imactivation. 11 has 1o be
substrate  binding  pocket, in addition o the noticed that the aldehyde concentratons used in
essential Cys294, In the absence of the nucleotide, these eaperiments ace mote fikely not saturating,
betmne  aldehyde would  cither  promote DS cither for the binding of betaine aldehyde 1o the
madificistion of Cysd33, which would in wurn cause fice enzyme or for s nding o the apoenzyme
ensvme inactivation by blocking the access to the and theretore we could not observe the maximum

active site, or interact with Cys3453 exposing at the betaine aldehyde eltects
1 thiokite of Cys 293,
v of these Cys residues

same e the  essenti
Tiowever, the proaim

e reactivation by DT and gletarhione

wid the oriention of the sulfur of Cys294

towards  the substrate  binding subsite, suggest Treaument of DSEFanactivated  £2 acruginosa
that betaine aldehyde would sterically  protect and maranth BAID s with 5 mM DTT resulted
both thiolates, should it bind (o the substrate in 90 and 50% recovery ol enzyme activity afier 90
pocket. There is also the possibility that, in the and 240 min of incubation with the reductant,
absence  of coenzyme, betaine aldehyde binds respectively (1Fig. 5). Reactivation of the amaranth

15
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