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l. Resumen 

La betaína aldehído (BA) deshidrogenasa (BAOH, BA: NAO' oxidorreductasa, EC 1.2.1.8) 

cataliza la oxidación irreversible de la BA a glicina betaína (GB). Esta reacción se lleva a 

cabo en una gran variedad de organismos desde bacterias a mamíferos. La GB es un 

excelente osmoprotector que se acumula en el amaranto, una planta muy resistente a 

estrés osmótico. Poco se sabe sobre los mecanismos de regulación a mediano o corto 

plazo de la BAOH en general y de la enzima de la planta en particular, aunque se conoce 

que la enzima es inducida por estrés osmótico. En el presente trabajo se caracteriza 

funcional y estructuralmenle la posible regulación de la enzima BAOH de hoja de 

amaranto ejercida por sus ligandos: sustratos, productos y nucleótidos inhibidores. Se 

encontró que la preincubación con diferentes ligandos bajo condiciones no· catallticas 

produce una inactivación parcial y que esta inactivación sigue una cinética de 

seudoprimer orden y es dependiente de la concentración del ligando. La inactivación es 

reversible sólo si se elimina totalmente el ligando del medio de incubación. Los efectos 

máximos producidos por incubación con BA y NAOH no son aditivos, lo que sugiere un 

mecanismo de acción común a ambos ligandos. La inactivación por BA no se debe a la 

oxidación de uno o más residuos de cistelna, ni por un cambio en el estado de agregación 

de la enzima. En cambio, la inactivación por GB se debe a la formación de tetrámeros 

inactivos. Es probable que los efectos de BA se deban a cambios conformacionales de la 

enzima inducidos por la unión de este ligando. Sin embargo, aunque se observaron 

cambios en los espectros de fluorescencia intrínseca y extrínseca medidos por la 

fluorescencia del triptofano y del ácido 1-anilinonaftaleno 8-sulfónico, respectivamente, 

éstos no correlacionan exactamente con los observados en la actividad enzimática. 

Queda por explorar la posibilidad de que BA esté formando un tiohemiacetal con el 

residuo de cisteina esencial de la BAOH, formando un complejo covalente enzima

sustrato no productivo. La inactivación de la BAOH de hoja de amaranto causada por sus 

ligandos, particularmente por BA, NAOH y GB, bajo condiciones no catalíticas puede ser 

de gran relevancia fisiológica si tiene lugar in vivo, ya que evitarla la síntesis incontrolada 

de GB, un compuesto que la planta no es capaz de metabolizar, y que llevaría al 

agotamiento del NAO' intracloroplástico. 
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11. Antecedentes 

11. 1. EL AMARANTO 

En las épocas precolombinas el grano de amaranto era uno de los alimentos 

básicos, casi tan importante como el malz y el frijol. Miles de hectáreas de tierras aztecas, 

incas y de otras culturas se encontraban cultivadas con estas hermosas plantas altas y 

rojizas. El amaranto se entrelazaba con los rituales. Aparentemente, el uso del amaranto 

en los rituales espantó a los conquistadores españoles quienes prohibieron su cultivo, asl 

con el colapso de las culturas indias después de la conquista, el amaranto cayó en el 

olvido. En América sobrevivió sólo en pequeñas áreas de cultivo esparcidas en zonas 

montañosas de México y los Andes. El malz y el frijol (nativos de nuestro continente) se 

convirtieron en dos de los cultivos principales que alimentan al mundo, mientras que el 

amaranto pasó a la oscuridad (De la Cruz, 1991). 

Sin embargo, con un contenido de protelna cercano al 16%, la semilla de 

amaranto se compara rf!UY favorablemente con las de las variedades conv.enclonales de 

trigo (12-14%), arroz (7"10%), maíz (9-10%) y otros cereales de consumo común y, 

además, es muy alici sú.contenido en llsina, un aminoácido esencial(Tenorío, 1995)." El 

amaranto es, por lo tanto, un complemento nutricional óptimo· para los cereales 

convencionales Este hecho convierte a las protelnas de amaranto en objetos muy 

atractivos desde el punto de vista nutricional y una fuente potericial para la allmentaéión 

humana (De la Cruz, 1991). 

11. 1. 1. Propiedades del amaranto 

El amaranto crece vigorosamente, resiste sequlas, calor, plagas y se adapta 

fácilmente a nuevos suelos y climas. Una de las caracteristicas que más llama la atención 

es la rápida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas (20 minutos 

aproximadamente) después de que la planta estuvo sometida a sequla (Flores-Zenil, 

1994). 
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11. Antecedentes 

El amaranto es una planta eficiente en su proceso fotosintétlco, ya que es una 

planta con fotoslntesis C4, mecanismo de fijación de carbono que supera en eficiencia al 

de las plantas CAM y C3. Las plantas con fotoslntesis C4 crecen, en general, más 

rápidamente y responden mejor a condiciones ambientales adversas como sequia o altas' 

temperaturas. Esto se debe a que hacen un uso más eficiente del agua co~sUmida para 

formar biomasa, en comparación con las plantas C3. Las plantas C4 llevan a éabo una 
• ','" •e ~ 

modificación del proceso normal fotosintético que hace eficiente el uso del CO, dispo~ible 

en el aire, concentrándolo en los cloroplastos de células especializadas, d~ manera. que 

se suprime la pérdida por fotorrespiración del co, asimilado. Por lo tanto, lás· plantas C4 

presentan una relación de conversión carbono atmosférico a carbohldratos por unidad de 

pérdida de agua más eficiente que las plantas C3. Cuando la planta se ve sometida a 

estrés osmótico, los estomas se cierran, ya que al disminuir su apertura de se reduce la 

pérdida de agua por transpiración. Las plantas C4 aun cuando mantengan sus estomas 

parcialmente cerrados, son capaces de mantener velocidades de fijación de C02 

relativamente altas. 

La alta capacidad del amaranto para tolerar la pérdida de agua causada por 

sequla o por alias concentraciones de sales en el suelo, se debe además a que esta 

planta realiza un ajuste osmótico intercelular principalmente por la síntesis de salutes 

compatibles, particularmente glicina betafna (Gamboa el al., 1991; Valenzuela-Soto y 

Muiloz-Clares, 1994). Esto le permite recuperar la turgencia de sus hojas rápidamente 

una vez que cesa el estrés osmótico. 

11. 2. ESTRÉS OSMÓTICO 

En México, como en muchas reglones del mundo, la sequia constituye uno de los 

problemas más serios para la agricultura. Más del 50% del tenritorio nacional es de clima 
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11. Antecedentes 

semiárido. El Instituto Nacional de Estadistica Geografla e Informática (INEGI) reporta en 

. . .. 

temporal: 69.76% del territorio ágrlcola del pals es d~stinado a la agricultura de temporal y 

sólo 30.24% a la agricultura· de riego CINEGI, 1998): No sólo la sequla constituye un 
'"'-· ,-,". ,· -

problema para la agricultura, existenotfos como el Úso desmedido de fertilizantes, los 

cuales a la larga producen que la compo~lción dEI los suelos se altere, incrementando la 

salinidad de éstos. La sequla y la elevad~ salinld~d en suelos provocan en las plantas un. 
- -- - ,,--~- ··"···,·:--. . • -o " -· -- ' 

estrés osmótico, que lleva a la péidicl~~ d~·agÚa por las células vegetales y a la muerte de 

la planta si no es contrarrestado (Hare et al., 199B). 

Las diferentes respuestas de las plantas frente al estrés osmótico incluyen la 

reducción de la fotoslntesis como un efecto primario de un periodo de sequla. La 

disminución de la capacidad de las plantas para absorber C02 es atribuida al incremento 

en la resistencia foliar para el ingreso del carbono debido al cierre de los estomas. En 

experimentos en campo se observó que la disminución de la fotoslntesis y el incremento 

de la resistencia estomática eran debidos a la disminución del potencial de agua de las 

hojas (Boyer, 1982). 

Una de las respuestas más importantes de las células de las plantas para 

protegerse del estrés osmótico es la acumulación de una gran variedad de solutos, 

conocidos como solutos compatibles u osmoprotectores. Estos compuestos tienen la 

función de mantener la turgencia de las células que se encuentran bajo estrés osmótico, 

ya que se acumulan en la célula incrementando asl la concentración intracelular de 

solutos y en consecuencia el contenido de agua, sin interferir con los procesos 

metabólicos (Bohnert el al., 1995). Los solutos compatibles son definidos como pequeñas 

moléculas orgánicas neutras que son muy solubles en agua y que tienden a estabilizar la 

estructura de las protelnas (Yancey et al., 1962). Compuestos representativos de los 

solutos compatibles incluyen ciertos polioles como el glicerol, azúcares como la sacarosa, 
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aminoácidos. como la prolina, sales ~IJater~arja"s d¡¡ _ama,nio_~o_mo la glicina betaina y 
>. ·,.. • • 

compuestos relacionados. La gran sensibilidad de las plantas a situaciones de déficit 

hidrico moderado se debe a su poca capacidad de recuperación, luego de finalizado el 

periodo de estrés (Bohnert y Jensf'.n. 19S6):Las,piant~s iesistentes son aquellas capaces 

de recuperarse rápidamente debido a que por lo general acumulan altas concentraciones 

de osmoprotectores durante el periodo de sequia. El amaranto, como ya se mencionó, es 

una de estas plantas resistentes. 

Actualmente la manipulación de los genes implicados en la producción, la 

acumulación y el metabolismo de los osmoprotectores está recibiendo la atención de 

varios grupos de investigación (Hare el al., 1998). Se ha trabajado intensamente para 

tratar de transferir los mecanismos de resistencia al estrés presentes en las· especies 

silvestres de plantas a las especies cultivadas que son susceptibles al estrés osmótico, 

tanto por técnicas tradicionales como por ingeniarla genética. Sin embargo, se requiere 

mayor conocimiento de las bases fisiológicas, bioquimicas y .genéticas de las respuestas 

de las plantas al ambiente para progresar significativamente en este área. 

11. 3. GLICINA BETA/NA 

La glicina betaina (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto anfotérico, 

eléctricamente neutro a pH fisiológico, que es extremadamente soluble en agua a pesar 

de poseer tres grupos metilo (Fig. 1). 

CH 3 ~ ~ 
CH 3 °"'N*-c-c-o· 

CH3/ ~ 

Figura 1. Estructura de la gllclna betalna. 
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11. Antecedentes 

Las caracterlsticas moleculares de la glicina betalna permiten su Interacción con 

dominios hidrofllicos e hidrofóbicos de macromoléculas, tales como protelnas y complejos 

protelnlcos. Estudios in vilro han revelado que la glicina betalna estabiliza las estructuras 

de los complejos proteicos y las actividades enzimáticas; asimismo, mantiene la Integridad 

de las membranas contra los daños producidos por exceso de sales, frío, calor y 

congelamiento (Nuccio el al., 1998; Kishitanl, el al., 1994). 

11. 3. 1. Mecanismo de acción de la glicina beta/na 

Aunque no se sabe con certeza su mecanismo de acción, existen dos hipótesis 

completamente opuestas para explicar cómo actúa la glicina betalna. La primera de ellas 

propone que la glicina betalna es excluida de la superficie de las protelnas, permitiendo 

que la cubierta de hidratación de éstas se mantenga. Esta "hidratación• preferencial" 

estabiliza la estructura nativa de la protelna (Arakawa y Timasheff,c1983)ié La otra 

hipótesis fonnula que la glicina betalna estabiliza a las protelnas medianté un~'inte.racción 

directa con ellas: la porción hidrofóbica de la glicina betalna se unirfa·a·lás reglones 

hidrofóbicas expuestas de la protelna y como resultado permitirla que esfos· residuos 

hidrofóbicos de la protelna se mantengan en solución, evitando que .la deshidratación 

produzca desnaturalización por agregación (Schobert, 1977). En la actualidad, la primera 

de estas hipótesis es la más aceptada. 

11. 3. 2. Bloslntesls de la glicina beta/na 

La glicina betalna se sintetiza por dos vlas a partir de dos sustratos diferentes: 

colina y glicina (Fig. 2) (Sakamoto y Murata, 2002). La conversión de colina a glicina 
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beta In a (Fig. 2a) oc1Jrr~~¡¡tur¡¡11111l11~e en "'.!l!ia~plantas, a_nimale_s y 111,icroorganismos, y 

comprende uno cí do~ pasos ~nzirTlálicos, depe~diendo del organismo y del modo de 

oxidación de la colina; En est~ vla, la glicina ~etalna se forma como resultado de dos 
~ . - . . ., 

pasos de oxidación de colina con un interrnedi~rio tóxico, la betalna aldehído. En plantas 

superiores, la reacción (1) de la -Figura 2 es catallzada por la colina monooxigenasa 

(CMO) y la reacción (2) por la betaína aldehído deshidrogenasa (BADH). Ambas enzimas 

están localizadas en el estroma de los cloroplastos (Rhodes y Hanson, 1993). En 

mamlferos y en algunas bacterias como E. co/i, la conversión de la colina a glicina betalna 

es catalizada por la colina deshidrogenasa (CDH) en lugar de CMO (Lamark el al, 1991). 

La bioslntesis de la glicina betalna se induce por estrés, de manera que las plantas 

alcanzan concentraciones de este osmolito que van de 40 a 400 µmol por gramo de peso 

seco (Rhodes y Hanson, 1993). 

La vía de la glicina a glicina betalna (Fig. 2b) ha sido descubierta recientemente y, 

a la fecha, se ha encontrado en sólo dos microorganismos halófilos extremos: 

Eclolhiorhodospira he/ochloris y Aclinopo/yspora ha/ophilia (Nyysslilil el al., 2000). En 

estos microorganismos la glicina betalna es generada como resultado de tres sucesivas 

N-metllaciones de la glicina. Las enzimas glicina sarcosina metiltransferasa (GSMT) y 

sarcosina dimetilglicina metiltransferasa (SDMn tienen funciones superpuestas, 

catalizandgo las primeras dos [indicadas como (1) y (2)) y las dos últimas [indicadas por 

(2) y (3)) metilaciones, respectivamente (Sakamoto y Murata, 2002). 

1 
·---~..:.~::.:::...· .. .! 
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Betalna aldchldo 
(forma hidratada) 

Glicina betalna 

(1) (2) • (3) Me • 

N
+./'..,,/o· Ma...._ •.• ............,,.o· Me....._ +..........._.,.o ' ... 

8
0 

. íl _.., .,... 11 _.., N 11 __. Me7N . 
o o r~r. O Me . 

Glicina sarcoslna 
(N·metll glicina) 

N,N·Dimotll 
glicina 

Glicina betalna 

Figura 2. Las dos vlas conocidas para la blosintosis de glicina betaina. (a) La slntesls de 
glicina betalna a partir de colina. (b) La slntesis de glicina be\alna a partir de glicina. Tomado de 
Sakamoto y Murata (2002). 

//. 4. BETA/NA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA 

La enzima betalna aldehldo deshidrogenasa (BADH, betalna aldehldo: NAO 

oxidorreductasa, EC 1.2.1.8) pertenece a la familia de las aldehldo deshidrogenasas 

(ALDH) que catalizan la oxidación de una gran variedad de aldehldos, en este caso la 

betalna aldehldo, con la concomitante reducción del NAO• o NADP•: 

+ H,o 

NAD(P)' NAD(P)H 

\,., ¿°' ... 

leAoHI 

CH, '-. + ~ ft . + 
CH3-N -c;:-c-O +2H 

CH / 1 
' H 

BETAINA ALDEHIDO GLICINA BETAINA 

Figura 3. Reacción catalizada por la BADH. 

9 



11. Antecedentes 

Se han reportado tres diferentes mecanismos cinéticos para las BADHs de los 

diferentes organismos: Ping Pong p~ra las enzim-as de E. coli (Falkenberg el al., 1990) y 

del hongo Cylindrocarpon didymum (Morí el al., 1980); Bi Bi al azar en estado estacionario 

para la BADH de Peudomonas aeruginosa (Velasco-Garcla et al., 2000), e lso Bi Bi 

ordenado en estado estacionario para la enzima de hojas de amaranto (Valenzuela-Soto y 

Muñoz-Clares, 1993) y de riñón de cerdo (Guzmán-Partida y Valenzuela-Soto 1998). 

La BADH se encuentra ampliamente distribuida en los organismos, en los que 

juega diversos papeles y funciones, además del ya mencionado en la sintesis del 

osmoprotector glicina betaina. Asl, cuando bacterias como Sinorhizobium me/iloti (Pocard 

et al,, 1997), Xanthomonas translucens (Mori el al., 1992) y P. aeruginosa (Nagasawa el 

al., 1976) se cultivan en colina o sus precursores como única fuente de carbono, nitrógeno 

y energfa, la BADH participa en el catabolismo de fa colina y posee un papel anfibólico, 

generando NADHy NADPH (Velasco-Garcfa el al., 2000). En mamlferos la glicina betafna 

producida pop la BADH sirve como precursor para la obtención de la metionina (Du 

Vigneaud el al., 1946) además de ser un osmoprotector (Petronini el al., 1992; Biggers et 

al., 1993). Asimismo, la BADH está involucrada en el metabolismo de las poliaminas 

(Ambroziak y Pietruszko, 1991). En las plantas superiores, la BADH participa en la 

slntesis de la glicina betafna cuando las plantas se encuentran sometidas a estrés 

osmótico, como ya se ha mencionado (Rhodes y Hanson, 1993). De igual forma, se ha 

visto que en ciertas plantas y concretamente en el amaranto, la BADH participa en la 

sintesis de otros osmoprotectores, como el dimetilsulfoniopropionato (Vojtechová et al., 

1997a; Hanson el al., 1994). Hasta la fecha, se desconocen otras funciones de la BADH 

de amaranto, aparte de su papel en la respuesta a estrés osmótico. 

---··---] ESF: (:QN 
. . . ' 

. - ~.'. ·_ ~:~-

10 



11. Antecedentes 

11. 5. BETA/NA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA DEAMARANTO 

A contÍnuaciÓ~ se describen las características estructurales y funcionales de Ja 

BADH de hoja de amaranto. 

11. 5. 1. Secuencia de aminoácidos y estructura tridimensional 

En amaranto se han identificado dos genes que codifican para esta enzima: 

ahybadh4 y ahybadh17 (Legaria el al., 1998). El primero de ellos se obtuvo a partir de un 

banco genómico y el segundo por un RT-PCR del RNA total de hojas sometidas a estrés 

osmótico. El gen ahybadh4 consta de 9 kilobases con 15 exones y un marco de lectura 

abierto que codifica para una proteína de 501 aminoácidos de una masa molecular 

predicha de 54,503 Da. El gen ahybadh 17 codifica para una isoforma de la BADH de 500 

aminoácidos, la cual contiene sólo 10 aminoácidos diferentes a Ja proteína que codifica el 

gen ahybadh4. Ambas proteínas muestran un 98% de identidad (Fig. 4). 

AllYL!ADll4 
AHYBAD!ll 7 

AHYBADH4 
AllYBllDH! 7 

l\llYBllDH4 
l\HYBADH! 7 

l\HYBllDH4 
AHYBllOH17 

AHYBllDH4 
l\Jii'BJ\DHl 7 

f\ffYBALlH4 
ldlYBAD!ll 7 

llJIYlll\DIM 
l\HYB/\Dlfl 7 

MAIRVPSRQ!,FIDGEWREP!KKNRI PI l NPSTEE I l G!Jl P/\/\Tl\E!JVE!JIVJ\1\1\RRALKR 
MAIRVPSRQ!.FIIJGEWREP I KKNR l P l Il/l'STf:;: l l '.>VI PllllTl\f:DVE!JIVJ\1\1\RRALKR 

61 NKGEDWl\SM:Gl\HHl\KY LHl\l /\/\K I n:KKVYFl\K r.r:r,MDC<;Kr!.DE/\/\RDI DDVl\GCFEY 
61 NKGEDWA;.ASGAHRAK'í LRA I MK I'f EKKDY rAJ\ I.ETtM! 1cr;f{ p LDEAAWD r DDVAGC F'EY 

121 YADQAEAI.DAKQKAP T ALPMPTF'l\CHVLK·.)í' 1 r;v'."~ :, ¡ ;~r·wrzy PLI,MATWKVAP/\IJIJ\.GC 
12 l YADQ/\f:/\I.O/\K(1KAP!l\Lf'MD'f'FKCHVI.rir;1 P 1 r;vvr-:. !. I ~~PWtJY f'LI.t-1ATWKVAPALAAGC 

1O1 Sl\VLKPSE!Jl!;VTC LE!J\EVCREVG Ll'l'GV!.11 l !.'!'!; r,r;p;:;";r, P!JICH PDVDKVAFTGST 
l B 1 S/\VI.KPsr:IJ\~_;vTCLf-:LJ\EVCfH;vc;LJ'J'{;\lL:J r LTt• ¡_ ;i•t:/\{_;(;['IJ\Cf!PlJ\l'[)K'/AFTGST 

241 ATG.Sh.'VMSSM(,)LVKPVT LE f,GGKS P l VI FEDVIJI,lJK/\Af.W'fAFGCfWTNGQ!CSATSRL 
2 41 ATGSKVM::;sMr.1I,VKPVT I,f;J,GlfK~:;p rv T F'EI>Vllf,J lF.l\/l.EW'l'/\FGC F1'/Trm·:ircsATSíl.L 

30 l LVHE.:'.; I MF.F'LIJH I.Vh1V'CKlJ T K I :~fll' FEEíiCP r.c;f'\".';~ K:~·.1 Y~:KVI.KF I :;TAK[',EGATI L 
301 LVHr::s IA/\EFLIJR LVKWCKlJ I K r:~DPFF:EC1CH ¡.(;!'\'\' ;-;J\:;', 1Y EK'/LKF T ST/\K~a·:GAT I L 

361 CGGSHP8ff J,KKr.Yi'VEPT r r SIJVST:)M'.)lWHF:EVFrfi'VI.CQh"J'f.'t1:~f:PF:A tf:t.NJD'l".:;i'íG 
361 cr.nsJUlf;Jf r.KKGYi'VJ-:PT T l :H>v:-;T:-:Mr~l [ WHl-:El/f~(~f'V LCVKT n;:;r:pr:!\ 1 El J\UDT1~l"¡'G 
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·1~ J J.fiAAVLSKIJLnH<_:Ei" 1 Tl\'./\Ll·:Vr./\VWVJJCSQPCF1'QAPWGGTKHSGFGRELGEWGIENYL 
'121 LGAAVLSKUI.DHCER I 'J'Kl\ f.!:,AG T VWV?JCSQPC FCQAPWGGTKRSGFGREJ.GEWGIENYL 

•1fll fJJK(1VTHiiT;iTílEPWn/JYK!";J• 
•PJl tllK•.lVTEY!;; l>Ef''•/<;wvn.·;p 

Figura 4. Secuencia de aminoácidos de la BADH de amaranto codificada por Jos genes 
a/1ybadll4 y allybad/117 (Legarla et al., 1998). La cisteina esencial (294) se muestra con negritas. 
Los asteriscos señalan Jos aminoácidos idénticos en ambas proteinas. 

El alineamiento de Ja secuencia de esta enzima con otras BADHs muestra una alta 

similitud. particularmente con aquellas que pertenecen a Ja familia de las Chenopodiaceae 

(78% con Alrip/ex prostrata, A. centra/asialica, Beta vu/garis, Suaeda liaotungensis y 

Spinacia o/eracea), mientras que Ja menor identidad se da con la de bacteria 

Streptomyces coe/icolor (42%). 

La forma nativa de Ja enzima es un homodlméro con dos sitios activos 

(Valenzuela-Soto y Muñoz-CJares, 1994). Recientemente, en nuestro laboratorio, se 

construyó un modelo tridimensional con base en la secuencia; de aminoácidos. que se 

dedujo a partir del gen ahybadh17 (González-Segura y Muñoz-Clares, datos sin publicar) 
. . 

y las coordenadas cristalográficas de la única BADH cristalizada hasta la fecha, la de 

hígado de bacalao (Johansson et al., 1998). Al Igual que la estructura tridimensional de 

otras aldehído deshidrogenasas, cada monómero de la BADH de amaranto tiene tres 

dominios distintos: un dominio de unión al nucleótido (NAo•¡ que tiene una estructura a/¡3 

con un plegamiento de tipo Rossman, un dominio catalítico o de unión al sustrato 

aldehido, el cual tiene un plegamiento similar al de la parte central del dominio de unión a 

la coenzima, y un dominio de asociación (necesario para la dimerización) (Fig. 5). 
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Figura 5. Modelo tridimensional de Ja BADH de amaranto. 

dominio de unión a 
la coenzima 

Cada monómero cuenta con 16 residuos de cisteina. siendo el residuo Cys294 el 

catalitico. conservado en todas las ALDHs. Como en otras ALDHs, en la BADH el residuo 

de cisteina esencial para Ja catalisis se encuentra localizado en el fondo de un túnel que 

va desde Ja superficie de Ja molécula hacia este residuo (Ste1nmetz el al., 1997; Liu el al., 

1997: Johansson et al, 1998; Ahvazi el al., 2000). Cabe destacar que en el modelo 

trid1mens1onal de la BADH se observa un residuo de c1steina (Cys 453) próximo a Ja 

c1steina esencial. a tan sólo 7 A de distancia, y ambos residuos son accesibles al medio. 

Este residuo de cisteina no esencial está conservado en todas las BADHs de plantas. 

Ademas. los residuos Glu260 y Asn162 (numeración de A. l¡ypochondriacus) están 

conservados en todas las ALDHs y se sabe que participan en Ja reacción catalizada. 
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11. 5. 2. Mecanismo cinético 

Estudios cinéticos detallados de la BAOH de hojas de amaranto han permitido 

establecer el mecanismo cinético de la enzima (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993; 

Vojtechová et al .. 1997a, 1997b; Muñoz-Clares y Mújica-Jiménez, 2001). La BAOH de 

amaranto sigue una cinética michaeliana, tanto para el sustrato como para la coenzima. y 

exhibe un mecanismo cinético ordenado con la unión del NAOº en primer lugar. siendo el 

NADH el último producto en disociarse. El NAO' y el NAOH se unen a diferentes formas 

de la enzima libre, lo que es propio de un mecanismo Isa (Valenzuela-Soto y Muñoz-

Ciares, 1993) (Fig. 6). 

NAO• BA GB NAOH · 

k.,l k., k.21 k.2 k.31 k.3 k··l k .. 
K.s 

E E.NAO• E.NAD'.BA Eº.NADH Eº~ E 
Eº.NADH.GB k.s 

Figura 6. Mecanismo cinético de la BADH de amaranto: lso 81 Bi ordenado en estado 
estacionario. BA, betaína aldehldo; GB, glicina betalna. Tomado de· Valenzuela-Soto y Muñoz
Clares, 1993. 

El paso de la isomerización de la enzima libre se ha propuesto con base en tres 

observaciones: (1) la inhibición mixta del NADH frente al NAO'; (2) la adición ord~nada de 

los sustratos a la enzima, como se dedujo en los estudios de velocidad inicial e inhibición 

sin salida, siendo el NAo• el primer sustrato en combinarse con la enzima y el NADH el 

ultimo producto en disociarse y (3) la irreversibilidad de la reacción. La isoínerización de la 

enzima libre debe ser, al menos parcialmente, limitante de la veiocid~d de.la reacéión, lo 

que es consistente con el hallazgo de que el paso llmitante de la reacción ocurre después 

de la transferencia del hidruro (Muñoz-Clares y Mújica-Jiménez, 2001). Éste uno de los 
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pocos mecanismos Isa que se conocen, lo que es de gran interés teórico, aunque se 

desconoce si posee alguna implicación fisiológica. 

Se ha observado que la betaína aldehído produce inhibición por sustrato a altas 

concentraciones. Esta inhibición es parcial y un estudio cinético detallado (Vojtechová et 

al, 1997b) permitió conocer que se debe al establecimiento del mecanismo alterno de 

reacción que se muestra en la Figura 7. Cuando la betaína aldehído se encuentra a altas 

concentraciones puede unirse al complejo binario E'-NAOH formando el complejo ternario 

abortivo E'-NADH-BA. El NAOH puede liberarse del complejo, dando así origen a la ruta 

alterna de reacción, más lenta que la que tiene lugar a bajas concentraciones del 

aldehído. Por tanto, la betaina aldehído es capaz de unirse a la enzima sin que se haya 

unido el nucleótido, lo que se confirmó por estudios de la fluorescencia intrínseca de la 

proteína (Muñoz-Clares y Mújica-Jiménez, 2001). 

k, k2 
E~E.NAo·~ 

k3 ~· ks ka 
E.NAD •• BA ~ E.NADH.GB .,__ E'.NAOH ~ E' ~ E 

k_, ,- · k,. 
41 

k.s k.s k., k.2 .. \ 

' \ 
ks \ \k.o 

\~ k.g 
e·~e·.aA 

kg 

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

ka 

I I 

k.1 /,' k1 
I ,,.. 

E'.NADH.BA 

Figura 7. Mecanismo de la BADH de amaranto a altas concentraciones de betaina aldehído. 
La ruta allerna que tiene lugar a altas concentraciones de betalna aldehldo se muestra en lineas 
punteadas. Tomado de Vojtechová el al., (1997b). · 

El NAO' también produce inhibición por sustrato, en este caso total, debido a la 

formación de los complejos abortivos E-NAO', y E-NAo·-NAOH (Muñoz-Clares y Mújica-

Jiménez, 2001), como se muestra en la Figura 8. 
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.GB 

k.o k.o 

E.NAD •. BA 
E'.NADH.GB 

NAOH 

k •• k .• 

E'.NADH 

NAO' 

k.s 
E'~ E 

k.5 

E.NAOH.NAD' 

Figura 8. Complejos abortivos de los nucleótldos con la BADH de hoja de amaranto. Tomado 
de Muñoz-Clares y Mújica-Jiménez (2001). 

La formación de estos complejos sugiere que el nucleótido es capaz de unirse en 

el sitio de la betalna aldehldo, debido a que existe cierta similitud estructural entre el 

dominio catalltico y el de unión a la coenzima. Ésta es una caracterlstlca común de varias 

deshidrogenasas (Kutzenko et al., 1998 y Johansson el al., 1998). Sin embargo, para que 

ocurra esta unión se requieren altas concentraciones de los nucleótidos. 

11. 5. 3. Mecanismo qu/mico 

Para la BADH de hoja de amaranto se ha propuesto un mecanismo qulmico similar 

al de las ALDHs. En estas enzimas, una vez que se ha formado el complejo ternario 

productivo E-NAD'-aldehldo, el tiol de la clstelna esencial realiza un ataque nucleofllico 

sobre el carbonilo del sustrato aldehldo, formando como intermediario covalente un 

tiohemiacetal (paso 1 en la Fig. 9), con la ayuda de una ácido (Glu260) que cederla un 

protón (Farrés el al., 1995; Weiner el al., 1995). Otros autores (Ahvazi et al., 2000; 

Marcha! al al., 2001) proponen que no hay transferencia del protón y que se forma el 

oxianión del tiohemiacetal. En cualquier caso, la formación del intermediario tetraédrico 
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implica un_ cambio conformacional del sustrato en el cual un carbono trigonal plano cambia 

a tetraédrico, lo que causa un movimiento en el átomo de oxigeno que pasa a formar un 

puente de hi~rógeno con el residuo conservado de asparagina (Asn162). Este puente de 

hidrógeno estabiliza al oxianión, lo que facilita la transferencia del ion hidruro hacia la 

posición C4 de la coenzima (paso 2), con la consiguiente oxidación del tiohemiacetal en el 

correspondiente tioéster. Una vez que se ha formado el tioéster, un residuo aminoacidico 

básico (Glu260) desprotona a una molécula de agua, que ataca al tióester formándose el 

producto ácido de la reacción, la glicina betaina (paso 3) (Cobessi et al., 2000; Ahvazi et 

al., 2000; Marcha! el al., 2001). Posteriormente se produce la liberación ordenada de los 

productos (pasos 4 y 5) y, en el caso de la BADH de hoja de amaranto, tiene lugar la 

isomerización de la forma libre de la enzima que no se muestra en el esquema propuesto 

por Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993) que consiste en la desprotonación del tiol 

catalltico, acompañada de un cambio conformacional (Fig. 9). 

HAD' 
HB' H 
¡· c1= O Aso 
v~v 

GluH 

E.NAD'.BA 

HAD'+ BA 6 

HB' 
Asn 

GluH 

~ 

Aólaóóo 
1 

HADH 

~ 
5 

HAD' 
HB' V'--/ 
-5 -e- OH Aso 

1 
R 

-HB' 

Glu· 

NADH 

Asn 

GluH 

E.HADH 

H,O 

~ 
Oxidaóón 

2 

acoo·. 
..J._ 

4 

HADH 
-HB' 

-e= OH Aso 

HB' 
s-

i~o-" 
.· G~-

OH IÍADH 
1 
C= O Aso 
1 
R 

GluH 

E.HADH.GB 

Figura 9. Esquema simplificado del mecanismo de reacción propuesto para ta BADH de 
amaranto (Vatenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993) basado en el de las ALDHs (Farrés et al., 
1995, Marcha! et al., 2001). 
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11. 5. 4. Regulación de su expresión v de su actividad 

Estudios previos en el laboratorio (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares. 1994 

mostraron que la actividad máxima de la BADH en extractos crudos de hojas de amaranto 

no estresadas es casi despreciable; sin embargo, cuando las hojas se sometieron a déficit 

de agua por incubación con polielilenglicol esta actividad se incrementa notablemente a 

medida que transcurre el tiempo de exposición. En forma paralela. se produce ur 

aumento en los niveles de glicina belaina. Después de 4 horas de lralamienlo se observó 

que la actividad de la enzima y el contenido de glicina belaina disminuyen, sugiriendo que 

la respuesta de la planta a un déficit severo y prolongado de agua es mediado por un 

mecanismo diferente y que, al menos en hojas de amaranto, la síntesis de glicina belaina 

es una respuesta temprana frente al déficit de agua. 

Los cambios en la actividad máxima de la BADH son el resultado de una 

regulación de la transcripción del gen, ya que el análisis de la expresión del gen 

ahybadh17 de hojas de amaranto revelan que los niveles de ARN mensajero, así como la 

concentración de la protelna, se incre.mentan rápidamente cuando las hojas son 

expuestas a estrés osmótico, provocado por el déficit de agua y por la exposición a una 

alta concentración de sales, y al fitorregulador ácido abscisico (ABA) (Legaria et a/., 

1998). 

Puesto que la reacción que cataliza esta enzima es Irreversible (Valenzuela- Soto 

y Muñoz-Clares, 1993; Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1994) y el producto de la 

reacción, la glicina betalna, no es metabolizada una vez sintetizada (Rhodes y Hanson, 

1993) es de esperarse que, además de esta regulación a largo plazo de la actividad de la 

BADH, existan mecanismos que permitan una regulación a corto o mediano plazo. 

Como se ha mencionado, la enzima presenta una cinética michaeliana a bajas 

concentraciones de sustrato y ·se desconoce si existe algún mecanismo regulador de la 

actividad de esta enzima, aparte del que involucra a la expresión génica. Hasta la fecha 
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no se ha encontrado ningún metabolito que pudiera; por regulación alostérica, controlar su 

actividad. No obstante, la BADH de amaranto es inhibida por altas concentraciones de sus 

sustratos betaina aldehído y el dinucleótido oxidado. El NADH, producto de la reacción, 

también produce inhibición (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993), mientras que el otro 

producto, la glicina betaina, no inhibe significativamente. La inhibición por NAOH no 

parece tener relevancia fisiológica, dado que su afinidad por la enzima es mucho menor 

que la del NAO- (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares 1993) y que la concentración de este 

compuesto en el cloroplasto es también mucho menor a la del NAO' (Hauser et al., 1995). 

Tampoco parece ser relevante fisiológicamente la inhibición por NAO', qúe requiere 

concentraciones mucho mayores a las fisiológicas, pero se desconoce si la inhibición por 

betaína aldehído puede suponer un mecanismo de control, ya que no se sabe a la fecha 

cuáles son los niveles de este aldehído en el cloroplasto de hojas estresadas y como 

estos niveles cambian a medida que el estrés progresa. 

Por otra parte, estudios de modificación química de la BAOH de amaranto han 

demostrado que los ligandos de la enzima promueven la inactivación, lo que estaría 

indicando cambios conformacionales inducidos en la enzima por los ligandos (Velasco

Garcia et al., 2003). Estos cambios conformacionales, si se reflejan en la actividad de la 

enzima, podrían constituir un mecanismo de regulación. 
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111. Planteamiento del problema 

En nuestro laboratorio estamos interesados en determinar Jos factores que regulan 

la actividad de Ja enzima BADH de hoja de amaranto a corto o mediano plazo y estudiar 

sus mecanismos de acción. Estudios de modificación química sugirieron que Ja enzima 

presenta cambios conformacionales, inducidos por sus Jigandos, que afectan la 

reactividad de Ja cisteina catalítica (Velasco-Garcia et al., 2003). En este trabajo se 

propone investigar si Jos cambios conformacionales producidos por Jos ligandos se 

traducen en cambios en Ja actividad de Ja enzima y, por tanto, si pueden ser Ja base de un 

mecanismo de regulación de su actividad. 
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IV. Hipólesis 

Los sustralos y los productos de la_ enzima betaina aldehído deshidrogenasa de 

hoja de Amaranthus hypochondriacus regulan su actividad por un mecanismo adicional al 

de su participación en la reacción catalizada. 

21 



V. OBJETIVOS 



V. Objetivos 

V. 1. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar funcional y estructuralmente el efecto que, bajo condiciones no cataliticas, 

tienen los sustratos y productos de la enzima BADH de hoja de amaranto sobre su 

actividad. 

V. 2. OBJETIVOS PARTICULARES 

•:• Determinar. cuáles de los ligandos de la BADH, sustratos, productos o inhibidores, 

modifican la actividad catalitica cuando la enzima se incuba en su presencia. 

·:· En caso de encontrar este efecto, caracterizarlo cinéticamente, estudiando: 

a) la cinética del cambio de actividad, 

b) la dependencia de esta cinética de la concentración del ligando y 

c) la dependencia de la temperatura de la velocidad del cambio. 

·:· Investigar si los efectos máximos de los diferentes ligandos son o no aditivos. 

•!• Estudiar la reversibilidad del efecto inducido por los ligandos. 

·:· Investigar el mecanismo responsable de este efecto, estudiando si se afecta: 

a) el estado de agregación de la enzima, 

b) su estructura terciaria y 

c) el estado de oxidación de alguno de sus residuos de cisteina. 
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VI. Materiales y Métodos 

VI. 1. REACTIVOS 

Todos los productos usados en este trabajo fueron de calidad analltica: NAO+, 

NADH, betalna aldehldo, glicina betalna, AMP, ADP, ATP, HEPES, MES, EDTA, glicerol, 

Jl-mercaptoetanol, glicina y glutaraldehfdo fueron suministrados por Sigma· (Toluca, 

México). 

VI. 2. MA TER/AL BIOLÓGICO 

Se cultivaron plantas de A. hypochondriacus L. en invernadero a una ·temperatura 

de 18-30° C. Las plantas se cosecharon a una edad de 2 meses para extraer y purificar la 

protelna. Las hojas intactas de las plantas fueron sometidas previamente a déficit hldrico. 

Para esto, las hojas de amaranto se colocaron bajo la exposición directa de los rayos del 

sol por un periodo de 3 horas. 

VI. 3. PURIFICACIÓN DE LA ENZIMA BADH 

La BADH se purificó usando una modificación al protocolo original (Valenzuela

Soto y Muñoz-Clares, 1994). Para ello, 250 g de hojas de amaranto estresadas 

hldricamente se maceraron en una licuadora comercial con 400 mL del amortiguador A 

[HEPES-KOH 50 mM, pH 7.4, EDTA 1 mM, glicerol 10 % (v/v) y ¡3-mercaptoetanol 10 mM 

(el reductor se adiciona al momento)). El macerado se filtró a través de una malla de 6 

capas de gasa para eliminar los restos de tejido vegetal; el filtrado se centrifugó a 7,800 x 

g durante 30 min a 4° C con la propósito de separar totalmente los restos de tejido de las 

hojas. Se recuperó el sobrenadante, el cual se precipitó con sulfato de amonio al 30 % 

(w/v). Se centrifugó a 25,350 x g durante 30 min a 4º C. El sobrenadante se precipitó 

nuevamente con sulfato de amonio, al 70 % (w/v) y se centrifugó bajo las condiciones 
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anteriores. El precipitado se resuspendió en ~I amortiguador A_ y_~e_s~metió a u!1a 

centrifugación a 105,000 x g durante 30 mina 4ª C. El sobrenadante.se desaló mediante 
. ' . . 

filtración en gel en una columna de Sephadex G-25 (Pharmácia),\~qllilibrada y elulda con 

amortiguador A. El eluido se aplicó a una columna de intercámbio ió~ico Sefarosa Q de 

flujo rápido (1.8 x 3.65 cm) (Pharmacia) equilibrada con eí mismo amortiguador. Después 

de lavar la columna, la enzima se eluyó con un gradiente de cloruro de potasio (0-500 

mM) en el amortiguador A, con un flujo de 0.5 mUmin. Se recolectaron las fracciones y 

aquellas que presentaban actividad se pasaron por una columna de Sephadex G-25 

equilibrada y eluida con un amortiguador de fosfatos de potasio 20 mM, pH 6.5, EDTA 0.1 

mM, glicerol 10% (v/v), p-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador B). El desalado se 

cromatografió en una columna de afinidad 5'-AMP sefarosa (Pharmacla) (1 mL de 

volumen de cama) previamente equilibrada con el amortiguador B. La columna se lavó 

con amortiguador B y se eluyó con un gradiente de AMP (0-0.2 mM) con un flujo de 0.5 

mUmin. Finalmente, las fracciones que presentaron actividad enzimática se aplicaron a 

Llna columna de intercambio iónico (Mono-O HR) (Pharmacia) acoplada a un sistema de 

HPLC (cromatografia liquida de alta resolución) (Waters) con el. objetivo de obtener más 

enzima totalmente pura. La columna se equilibró en HE¡:>ES-KOH 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 
. ' .. 

- . --- _, 

mM, glicerol 10% (v/v) y p-mercaptoetanol 10 mM y la enzima fue eluida con un gradiente 
.• . 

de cloruro de potasio (0-500 mM) eneste mismo amortiguador. La BADH eluye a una 

concentración de 180 mM de KCI y de esta forma se almacena en allcuotas a -'-70°. C. El 

amortiguador de almacenamiento es por tanto: HEPES-KOH 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, 

glicerol 10% (v/v), KCI 180 mM y p-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador C). Todo el 

procedimiento se llevó a cabo a temperatura ambiente, excepto los pasos de extracción y 

cromatografia de intercambio lónico en Sefarosa Q, los cuales se realizaron a 4° C. La 

cuantificación proteica se realizó mediante un ensayo basado en el método de Bradford 

(1976), usando albúmina sérica de bovino como patrón. 
,-
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VI. 4. DETERMINACIÓN DE LA PUREZA DE LA ENZIMA BADH 

La pureza de la enzima se corroboró mediante una electroforesis en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) por el método de Laemmli (1970). Éste es un sistema 

discontinuo de acrilamida/bisacrilamida para la resolución de protelnas desnaturalizadas 

con SDS, en el que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de un agente 
. . 

reductor (p-mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro) y desnaturalizante (SDS 
\ ·.»'·. ::·.\· '.' 

que desnaturaliza y recubre a. la protelna) y s~ separari;~~ºITIº ~adenas · polipeptidicas 

aisladas. El gel separador se preparó al 10%; Las n1uestras~ füeron calentadas a 95º C 

durante cinco minutos antes de .. cargarse al . gel,· con ¡~·· rinalldad de desplegar . .. . -

completamenteº la prot~ll1a~ ~e usaron protelnas con masas moleculares conocidas, en un 

intervalo .de 66_a 669 kDa (Ainersham), para determinar el peso molecular aparente de la 

BADH, ya que. las ;¡;ovilidades de las protelnas en los geles de SDS-PAGE son funciones 

aproximadamente lineales del logaritmo de su peso molecular. La corrida electroforétlca 

se llevó a cabo con una diferencia de potencial de 115 V durante 2 horas, en un equipo 

Mighty Small 11 (Hoefer). Las protelnas se visualizaron mediante la tinción del gel con 

nitrato de plata (Wray et al., 1981). La evaluación de las bandas obtenidas (cálculo de las 

masas moleculares) se realizó por análisis de imagen en el sistema Fluoroscan (Bio Rad). 

VI. 5. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA BADH Y ESTUDIOS CINÉTICOS 

Los estudios de caracterización cinética de la enzima se llevaron a cabo por 

métodos clásicos de determinación de la velocidad inicial en estado estacionario, usando 

el ensayo espectrofotométrico de actividad (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1994), 

como se describe a continuación. En una cubeta de espectrofotómetro de 1 cm de paso 

de luz se adicionaron los sustratos de la enzima, betalna aldehldo 0.4 mM y NAO• 1 mM 

en 0.5 ml de un amortiguador HEPES-KOH 100 mM, EDTA 1 mM. pH B.O. La aparición 
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de los productos glicina betaln_ay Nf.~!! ~e~~¡:j,0~L~~mE'.,nto~~adl9l~Dªrli.1,P[t)Pªración 

enzimática (10µL) a la cubeta con una co~centraclón d~ pr~teíria de 0.25 mg/mL. La 

actividad enzimátlc~ se calculó a 30'<.c apartir del au~erito e~ la absb'rtmn"cia a 340 nm; 

debido a .la aparición d~I N~DH-~urantelOs prim.~ios.~O s~gundos~~ f~re~~clÓ~. s~ usó 

un especlrofotómetro l.~m~da sic 1 Ode Perkin E'1~e;'con ~ont:61 d~ t~~pe';atur~. 
Los datos cinéticos se ánalizaron por regresión no lineal,· usando el prográma de 

cómputo comercial MicroCal Origin (Microcal Software, lnc. Northhampton, Ma, USA). 

VI. 6. SEGUIMIENTO DE LA INACTIVACIÓN DE LA ENZIMA 

La enzima pura se Incubó en presencia de diferentes ligandos, sustratos, 

productos o inhibidores en el mismo amortiguador en el que se almacena (HEPES-KOH 

50 mM. pH 7.5, EDTA 1 mM, glicerol 10% (v/v), KCI 180 mM, ¡3-mercaptoetanol 10 mM) y 

se tomaron allcuotas para determinar la actividad residual y seguir el curso temporal de 

los cambios en actividad. Como control, se incubó a la enzima en ausencia del ligando, 

por el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que las incubaciones en presencia de 

ligandos. La cinética del proceso de inactivación se estudió analizando los datos 

experimentales por regresión no lineal. 

VI. 7. ANÁLISIS DE LOS DA TOS 

Para el análisis de las cinéticas de inaclivación parcial de primer orden, se usó la 

siguiente ecuación: 

&x 100=e·"'+&, 
Ao Ao 

ecuación (1) 
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en donde A1, A0 y A,.- representan la actividad de la enzima al tiempo t, al tiempo cero y al 

tiempo infinito, respectivamente, y k es la constante :de velocidad-de primer orden del 

proceso de inactivación. 

Los valores de la constante de velocidad; kob•·. y. de la ln~~U~~~ónal equilibrio, 

lnact«, estimados a las diferentes concentraciones de ligandos se erriplearon para obtener 

la constante de disociación, real o aparente respectivamente, del complejo Enzima-

ligando, mediante el ajuste de los datos a una hipérbola equilátera: 

ecuaci.ón (2) 

en donde A,,,.,, representa el valor máximo del parámetro usado en el ajuste (koos o 

lnact~), Kd, la constante de disociación del complejo Enzima-ligando, y [S], la 

concentración de sustrato. 

VI. 8. DETERMINACIÓN DE LA REVERSIBILIDAD DE LA INACTIVACIÓN 

Para determinar si la inactivación se revierte cuando se elimina el ligando del 

medio de incubación se siguieron tres procedimientos: 

1. Tras la inactivación parcial por incubación con betaina aldehldo 4 mM, una 

aiicuota de 1 O µI de la preparación de la enzima se llevó al medio de ensayo 

donde se incubó por diferentes tiempos, hasta un máximo de 120 min, antes de 

añadir los sustratos para dar Inicio a la reacción. La concentración final de betafna 

aldehldo en este medio, antes de la adición del sustrato, fue de 0.08 mM. 

2. La enzima parcialmente inactivada por incubación con sus ligandos se desaló en 

una columna de filtración en gel (Sephadex G-25), previamente equilibrada con el 
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. . . . - , .. -" ' . . " ~ .. . . . -. . 

método de Penefsky(1979), tras lo cualse determinó si.í actilliclad especifica. 

3. En otros experi~eni~s s~jl~VÓ a cabo una d
0

ifilisis de la. enzima parcialmente 

inactiva contra 1 OOCl ·volúmenes del amortiguador e durante t~da la noche, a 

temperatura ambiente. 

VI. 9. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA CINÉTICA DE 

INACTIVACIÓN POR INCUBACIÓN CON BETA/NA ALDEHIDO 

Se siguió la inactivación de la enzima (0.125 mg/mL) por betalna aldehldo 10 mM 

como se describió en la sección VI. 6., a diferentes temperaturas: O, 10, 20, 30 ó 40° C. 

Se hizo un gráfico de Arrhenius con el logaritmo natural de las constantes de velocidad 

obtenidas a cada temperatura absoluta frente al Inverso de la temperatura. De la 

pendiente de la linea se calculó la energía de activación de Arrhenius del proceso de 

inactivación de la enzima por betalna aldehído, considerando que 

·m= -...É.a.. 
R 

ecuación (3) 

en donde m es la pendiente, Ea es la energía de activación y R es la constante general de 

los gases (1.987 cal mor1 K'1). 

VI. 10. DETERMINACIÓN DEL PUNTO ISOELÉCTRICO 

Se hizo un electroenfoque de la enzima control y de la enzima que habla sido 

tratada con betalna aldehldo, a una concentración de 0.125 mglmL. El electroenfoque se 

basa en el desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH. Las moléculas 
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anfotérícas, como los aminoácidos, se separan en un medio en __ et._ que existe una 

diferencia de potencial eléctrico y un gradiente de pH. _La región del ánodo (+) es ácida y 

la del cátodo (-) es alcalina. Entre ambos se establece _un gradiente de pH, de tal manera 

que las moléculas que se han de separar tengan sú punto isoléctrico dentro del intervalo. 

Los geles empleados aqul, obtenidos de la casa comercia! Pharmacia, son geles 

homogéneos de poliacrilamida (5% T, 3% C), con Pharmalyte® cargado de anfolitos; el 

Pharmalyte genera un gradiente estable y, lineal de pH durante la corrida. La corrida se 

realizó con un microlitro de muestra (0.25 µg de protelna) en un sistema rápido 

PhastSystem LKB (Pharmacia} a 2000 Volts, 2.5 mA, 3.5 W, 15° C durante 30 mln. La 

Unción de estos geles se hizo con el kit Silver Stain Plus de_Bio Rad. 

El punto isoeléctrico teórico de la enzima se calculó con base en la secuencia de 

aminoácidos de la protelna derivada del gen ahybaélh17 mediante el servidor Expasy, 

Molecular Biology, para delimitar el intervalo de pH que deblamos emplear, de esta 

manera decidimos utilizar geles con un Intervalo de pH de 4.0 a 6.5. 

VI. 11. DETERMINACIÓN DE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA Y EXTRiNSECA DE 

LABADH 

Para estudiar posibles alteraciones en la estructura terciaria de la BADH inducidas 

por los ligandos, se determinó la fluorescencia intrlnseca y extrlnseca mediada por la 

fluorescencia del triptofano y del reportero ANS, respectivamente. Se utilizó un 

espectrofotómetro Shimadzu 5000U. Los experimentos se hicieron a temperatura 

ambiente y los cambios observados en la intensidad de la fluorescencia se reportaron en 

unidades relativas. En ambos casos la enzima se encontraba en el amortiguador de 

almacenamiento (amortiguador C}. 

29 



VI. Materiales y Métodos 

anfotérica_s, como los aminoácidos, se separan en un medio en el que existe una 

diferencia de potencial eléctrico y un gradiente de pH. La región del ánodo (+) es ácida y 

la del cátodo (-) es alcalina. Entre ambos se establece un gradiente de pH, de tal manera 
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homogéneos de poliacrilamida (5% T, 3% C), con Pharmalyte® cargado de anfolitos; el 

Pharmalyte genera un gradiente estable y lineal de pH durante la corrida. La corrida se 

realizó con un microlitro de muestra (0.25 µg de protefna) en un sistema rápido 

PhastSystem LKB (Pharmacia) a 2000 Volts, 2.5 mA, 3.5 W, 15° e durante. 30 mln. La 

tinción de estos geles se hizo con el kit Silver Stain Plus de Bio Rad. 

El punto isoeléctrico teórico de 1i:t enzima se calculó con base en la secuencia de 

aminoácidos de la protelna derivada del gen ahybad/J17 mediante el servidor Expasy, 

Molecular Biology, para delimitar el intervalo de pH que deblamos emplear, de esta 

manera decidimos utilizar geles con un Intervalo de pH de 4.0 a 6.5. 

VI. 11. DETERMINACIÓN DE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA Y EXTR/NSECA DE 

LABADH 

Para estudiar posibles alteraciones en la estructura terciaria de la BADH inducidas 

por los ligandos, se determinó la fluorescencia intrlnseca y extrlnseca mediada por la 

fluorescencia del triptofano y del reportero ANS, respectivamente. Se utilizó un 

espectrofotómetro Shimadzu 5000U. Los experimentos se hicieron a temperatura 

ambiente y los cambios observados en la intensidad de la fluorescencia se reportaron en 

unidades relativas. En ambos casos la enzima se encontraba en el amortiguador de 

almacenamiento (amortiguador C). 
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1. Fluore_scen_ciaintrinseca. Se obtuvo el espectro de fluorescencia lntrlnseca de la 

enzima por excitación .de s~s triptofanos a una longitud de onda de 296 nm. 

Posteriormente, se le adicionó betalna aldehído 10 mM y se siguieron los cambios 

en dicho espectro a través del tiempo. Los espectros de emisión se recogieron en 

un intervalo de 300 a 450 nm. La concentración de enzima empleada fue de 0.125 

mg/ml. 

Para obtener la constante de velocidad del cambio en la fluorescencia intrlnseca 

de la enzima provocado por la betalna aldehldo, se calculó el Incremento de 

fluorescencia (L\F) en fa Ama• a cada uno de los tiempos indicados y se graficó el L\F 

contra fa concentración del aldehldo. El L\F se calculó como la diferencia entre la 

Intensidad de la fluorescencia al tiempo t (Fi) y al tiempo cero (Fo). 

2. Fluorescencia extrínseca. En el caso de la fluorescencia extrinseca se empleó 

ANS como reportero de los cambios. El ANS es un fiuoróforo sintético que se une 

de manera no covalente a las regiones hldrofóblcas de la enzima, variando sus . 

características espectroscópicas en función del microamblente que le rodea; es 

decir, cambia su espectro de emisión en función de la polaridad del medio (Slavik, 

1982). El ANS se excita a 360 nm y su intervalo de emisión es de 400-600 nm. Se 

obtuvieron los espectros de fluorescencia del complejo enzima-ANS en ausencia y 

en presencia del ligando betalna aldehldo a una concentración 10 mM. La 

concentración empleada de enzima fue de 0.170 mg/mL y la del ANS 20 µM. 

VI. 12. DETERMINACIÓN DEL ESTADO DE ASOCIACIÓN DE LA ENZIMA 

PARCIALMENTE INACTIVADA 

Se hicieron dos tipos de experimentos: 

1. Cromatografía de exclusión molecular. La BADH activa y parcialmente inactiva 

por incubación con sus ligandos se cromatografió en una columna de exclusión 
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molecular Superdex 200 _ HR 10/30JPharmacia)¡:¡coplada_a _un sistema de_ HPLC 

(Waters). La columna se equilibró y eluyó con eí amortigu~dor de almacenámiento 

(amortiguador C), en ausencia (control) y pres~ncia del ligando (~nzima . . . . . . , 

parcialmente inactivada por Incubación previa con' bet~l~a'ald~hldo 10_ mM ó 

glicina betalna 200 mM). En ambos casos se aplicaron a la columna 200 µL de 

enzima a una concentración de 0.25 mg/mL. La velocidad de flujo del 

amortiguador de elución fue de 0.5 mUmin ó 0.4 mUmin y las muestras_ se 

corrieron a 90 psi de presión. 

2. Entrecruzamiento con glutaraldehido. Muestras de la enzima (1.2.5 µg) activa 

(control) y parcialmente activa (previamente tratada con betalna aldehldo 4 mM) 

en el amortiguador C se incubaron a temperatura ambiente con glutaraldehido 30 

mM durante diferentes tiempos hasta 7 mln. El glutaraldehldo es un· agente 

entrecruzante que reacciona de manera covalente con los grupos amino de los 

residuos de lisina de la proteina formando uniones - intermoleculares o 

intramoleculares. La reacción con glutaraldehido se detuvo con una solución 

saturada de glicina 4 M, pH 9.3. tras lo cual las muestras fueron resueltas en una 

electroforesis desnaturalizante en gel de pollacrilamida (SDS-PAGE) al 7% de 

acuerdo al método de Laemmli (1970). 

3. Electroforesis nativa. La enzima activa y la parcialmente activa (prelncubada con 

betalna aldehldo 10 mM) se sometieron a electroforesis en un gel nativo en un 

gradiente de 5-15% de pollacrilamlda. Los geles que se utilizaron para esta 

electroforesis se adquirieron de la casa comercial Pharmacla. El. sistema 

amortiguador del gel está compuesto de Tris 112 mM, pH 6.4, acetato 112 ~nM y el 

amortiguador de corrida es Tris 250 mM, pH 8.8, L-alanina_880_rl1M; Laccirrida se -- ."·-- ·.·- - ·- -· -

realizó en un sistema rápido PhastSystem LKB (Pharmácia) bajo las ~lgllientes 

condiciones: 400 Volts, 1.0 mA, 2.5 W a 15º e durante una hora. 
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VII. Resultados 

Para cumplir con los objetivos planteados se llevaron a cabo los experimentos que 

se describen a continuación. 

VII. 1. EFECTO DE LOS LIGANDOS EN LA ACTIVIDAD CATALfTICA DE LA BADH DE 

AMARANTO 

VII. 1. 1. Efecto de los sustratos y del producto NADH bajo condiciones no 

catalit/cas 

Con la finalidad de explorar qué el efecto de los sustratos betalna aldeh.fdo y NAo• 

y el producto NADH sobre la actividad de la BADH bajo condiciones no cataliticas, se 

Incubó a la enzima (5 µg/mL) en el medio de ensayo (HEPES-KOH 100 mM, EDTA 1 mM, 

pH B.O) durante 30 min con cada uno de estos llgandos. Transcurridos los 30 mln, se 

añadieron el o los sustratos faltantes para la catálisis y se determinó la actividad 

enzimática (Tabla 1). 

Tabla 1. Efecto do la prelncubaclón en el modio do ensayo con los llgandos sobro la 

actividad de la BADH 

Adición 

-N-ADH 50 µM 

11-mercaptoetanol 10 mM 

Controles 

Tiempo cero 

NAD 

+ + 

--------
+ 

BA NADH 

+ + + + 

+ + 
----

-----
+ 

--------
+ + + 

Después de 30 min de preincubación 
~~---------------- ---- - --------.-----~--~-~----
Enzima + 
Betalna aldehld-o~1~0-m--M-~-t--.-f--.- ---.;- --- + + + 

NAD 1 mM 
--1-----

+ + + + 
-~-----

+ + + + 

+ 
--- -----.~ 

11-mercaptoetanol 10 mM + + 

Actividad (mU/mL) 139 155 165 143 73 114 78 87 107 75 
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La actividad de la enzima fue mayor~~u~nd()_e_stuvo presente fl-mercaptoetanol 

1 o mM durante la preincubaclón o durante el ,eñsayo. 'Se observó que; bajo estas 
\ ,·, • •• -<<" • 

condiciones experimentales, la incubació~ cor1 cualquiera de los lig~~dos produce en la 

BADH una inactivación, mientras que la e~zima,pr~lncubadabajd las mismas condiciones 

pero en ausencia de ligandos no se inactiva. 

El otro producto de la reacción, glicina betalna, no se usó en estos experimentos, 

dado que se conoce que se une muy pobremente a la enzima (Valenzuela-Soto y Muñoz

Clares, 1993). 

VII. 1. 2. Efecto de /os sustratos balo condiciones catallticas 

Para explorar si el efecto inactivante que tenían los sustratos betalna aldehldo y 

NAO• sobre la BADH también se presentaba bajo condiciones catallticas, se incubó a la 

enzima (5 µg/mL) en el medio de ensayo con ambos ligandos a concentraciones 

saturantes, 10 y 1 mM, respectivamente, y seguimos su actividad durante :30 min. Se 

encontró que la actividad de la enzima se mantiene estable durante este periodo (Fig. 1), 

a diferencia de lo observado cuando la incubación se hace,con sólo uno de los ligandos. 

Por tanto, la lnactivación provocada por los ligandos no tiene lugar cuando todos los sitios 

activos están ocupados y realizando la catálisis. 
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Figura 1. Curso temporal de la reacción catallzada por la BADH de hoja de amaranto. Se 
siguió la actividad de la enzima en presencia de betalna aldehldo 10 mM y NAO+ 1 mM durante 30 
min usando el mismo medio de ensayo que en los experimentos de la Tabla 1. 

Este mismo experimento se realizó con diferentes concentraciones de enzima (10, 

20 y 50 µg/ml) y, en todos los casos, se obtuvo absoluta linealidad en el ensayo. 

Además, la actividad determinada fue proporcional a la concentración de enzima 

adicionada (datos no mostrados). 

VII. 2. CINÉTICA DE LA INACTIVACIÓN DE LA BADH DE AMARANTO POR 

INCUBACIÓN CON SUS LIGANDOS 

VII. 2. 1. lnactivación causada por incubación con sus sustratos, productos y 

nucleótidos lnhibldores 

Para determinar la cinética de la inactivación, la enzima se incubó con el sustrato 

betalna aldehido, el producto glicina betaina, las coenzimas oxidadas NAD(P)' y 

reducidas NAD(P)H y los nucleótidos AMP, ADP y ATP (inhibidores análogos del sustrato) 
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y se midió la actividad residual a lo largo del tiempo en un Intervalo de O a-100 mln: Los 

datos de actividad residual obtenidos a los diferentes tiempos muestran una cinética de 

inactivación de primer orden o seudoprimer orden que alcanza una meseta a tiempos 

largos de incubación (Fig. 2). 
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Figura 2. Cinética de lnactlvaclón de la BADH de hoja de amaranto durante la Incubación 
con sus diferentes llgandos. AJ betalna aldehldo 5 mM (•) 6 glicina betalna 50 mM (O). B) NAO' 
5 mM (O), NADH 5 mM (•), NADP 5 mM (ó) ó NADPH 5 mM ("t'). C) AMP 10 mM (O), ADP 10 
mM (•) 6 ATP 10 mM ( ... ). Enzima control no Incubada con ligandos (+). La concentración de 
enzima fue de 0.125 mg/ml. 

Los valores de las constantes de velocidad y del grado de inactivación, estimados 

por ajuste de los datos experimentales mostrados r la Figura~_'LJJllil ex onen "al 
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sencilla .(ecuación 1 en Materiales y Métodos), se muestran en la Tabla 2.- De todos los-· 
- - -

ligandos probados, lábetalna aldehldo es la qué produjo un mayor gradocleiryi:ictivación, 

aproximadamente un 60%. Los demás ligandos produjeron niveles de actl\/idad_ par_Elcidos, 

entre el 62 y ~I 85 % de la inicial, siendo el NAO• y el par NAop•¡~~DPH lc;is que 

provocan un menor descenso en la actividad de la BADH. 

Por lo que respecta a la velocidad del proceso, puede· observarse que a Igual 

concentración el par NAD'/NADH inactiva más lentamente a Ja enzima que el par 

NADP'/NADPH. Las coenzimas reducidas producen en todos los casos una lnactivación 

más rápida que las oxidadas. En cuanto o los nucleótidos de adenina, el orden de mayor 

a menor rapidez es AMP>ADP>ATP. 

Tabla 2. Cinética de la lnactlvación de la BADH do hoja de amaranto por Incubaciónª con sus 

llgandos 

Ligando Actividad residual" k(minº'l" l112(mln) 

%inicial 

Betalna aldehldo 5 mM 41.7 :!: 1.6 0.100 :!: 0.014 6.95 :!: 1.00 

Glicina betalna 50 mM 79.3 :!: 1.1 0.211 :!: 0.067 3,26 :!: 1.04 

NAD' 5mM 14.0 :!: 1.6 0.027 :!: 0.005 26.33 :!: 5.12 

NADH 5 mM 65.7 :!: 2.9 0.043 :!: 0.012 16.12 :!: 4.47 

NADP' 5mM 65.0 :!: 1.3 0.066 :!: 0.037 7.91 :!: 3.33 

NADPH5mM 63.4 :!: 1.9 0.126 :!: 0.060 5.51 :!: 2.64 

AMP 10mM 72.0 :!: 2.3 0.041 :!: 0.012 16.63 :!: 4.66 

ADP 10mM 67.9 :!: 3.3 0.026 :!: O.D10 26.40 :!: 9.55 

ATP 10 mM 62.2 :!: 3.4 0.023 :!: 0.006 29.55 :!: 7.49 

ªLa enzima se incubó con diferentes ligandos según está descrito en Materiales y Métodos. 
"Tanto la constante de velocidad de inactivación. k. como la amplitud del cambio (actividad 
residual) fueron estimadas a partir del ajuste por regresión no lineal de los datos experimentales 
mostrados en la Figura 2 a la ecuación (1 ), descrita en Materiales y Métodos. Los valores 
mostrados son los estimados en el ajuste :!: los errores estándares de los estimados. 
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En principio, est.i cinélic!lde p_ér~Ld<i}te ac;Uvicja~ PlJ~d.~ i;er el result¡¡do de dos 

procesos diferentes, mostrados .en efEsquema 1: (1) inactivación total reversible, lo que 

implica que al equilibrio sólo un porcentaj~de ·las 111oléculas de enzima se han inaclivado, 

y (2) inactivación parcial, lo que significa que la totalidad de la enzima se inactiva 

parcialmente, es decir, la enzima, tras· la incubación con los ligandos, posee sólo una 

fracción de la actividad. Inicial. En este último caso la inactivación puede ser o no 

reversible. 

1) 

2) 

Enzima 
Activa 

Enzima 
Activa 

+ 

+ 

Ligando ... <1111---11>-

Ligando .................... 

Enzima-Lig;mdo 
Inactiva 

Enzima-Ligando 
Parcialmente activa 

Esquema 1. Posibles mecanismos de lnactlvaclón de la enzima por sus llgandos. 

En el caso (2) la actividad residual de la enzima puede ser el resultado de: (a) la 

inactivación parcial e igual de los dos sitios activos con los que cuenta por molécula, o 

bien, de (b) la lnactivación total de sólo uno de los sitios activos, lo que resultaria en una 

actividad del 50% de la inicial si todas las moléculas de enzima tuvieran unido al ligando. 

VII. 2. 2. Dependencia de la cinética de inactivaclón de la concentración de betafna 

aldehldo 

Para investigar cuál de los dos posibles mecanismos de inactivación es el que 

tiene lugar, se determinó la cinética de inactivación en función de la concentración de 

betalna aldehldo (Fig. 3A), ya que éste es el ligando que tuvo un efecto más claro. 

- -··--:-;-::-~-:----~ 
·~n.~¡s COP 1 

.~· .... ·., ...... i 
--·:¡ ···" l\i ¡ 

--~ --~~:.'...J 
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Figura 3. Dependencia de la lnactlvaclón de la BADH de hoja de amaranto de la 
concentración do betalna aldehldo. A) Curvas de progreso de la reacción de inactivación de la 
enzima por incubación con: 0.2 (•). 0.4 (O). 1 (4), 2 ('i7) y 5 mM <•)de betafna aldehfdo; enzima 
control no incubada con betafna aldehfdo (O ). 8) Dependencia de la concentración de betafna 
aldehfdo de los valores de la constante de velocidad de inactivación estimados a partir de fes datos 
en el panel A. C) Dependencia de la concentración de betafna aldehfdo de inactivación. La 
concentración de enzima fue de 0.125 mg/ml. 

Las Figuras 38 y 3C muestran que tanto la constante de velocidad como el grado 

de inactivación dependen de la concentración de betalna aldehldo en una forma 

hiperbólica. Mediante el ajuste a una hipérbola equilátera de los valores de la constantes 

de velocidad Y del porcentaje de inactivación estimados de las cinéticas de la Figura 3A, 

se determinó la constante de velocidad de inactivación máxima (k,,,...} y la inactivaclón al 

equilibrio máxima (lnacl.ma,) a concentraciones saturantes de betalna aldehldo, asl como 

r~--. ---. .-.-----.-· : .-:-----1 
' ,•,, 
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VII. Resultados 

las constantes de disociación del complejo enzima-betalna aldehldo, mostrada_s ¡¡n la 

Tabla 3. 

Tabla 3. Parámetros cinéticos• de la lnactlvaclón de la BADH de hoja. de amaranto por 

Incubación" con betalna aldehfdo 

Parámetro estudiado 

Constante de velocidad (k0.,) 

lnactivación al equilibrio 

K. 
(mM) 

0.401 ± 0.147" 

0.409 ± 0.021• 

k,,.,., 
(mln"1

) 

0.064 ± 0.006" 

lnact..,.,.,., 
(% actividad Inicial) 

51.9 ± o.7' 
ªParámetros estimados a partir del ajuste por regresión no lineal de los datos experimentales 
mostrados en la Figura 3 a la ecuación de una hipérbola equilátera descrita en Materiales y 
Métodos (Ecuación 2). Los valores mostrados son los estimados en el ajuste ± los errores 
estándares de los estimados. 
"La enzima se incubó con diferentes concentraciones de betalna aldehldo segün está descrito en 
Materiales y Métodos. 
'Ko = k. 1 I k, 
ºKo = K'o = k., k., I k, (k, + k.,) 
l!lkma1:: k.2 + k2 
1 lnacleqma• = k7 I k2 + k.2 
Las constantes de velocidad son las indicadas en el Esquema 2. 

A concentraciones saturantes de betalna aldehldo sólo se pierde 

aproximadamente el 50% de la actividad y el t112 máximo de la lnactivación es de 9.8 min. 

El hecho de que sólo se pierda parte de la actividad Incluso a saturación con el ligando a 

primera vista parece sugerir que efmeca_nismo (2) es el operante, y más en concretó el 

mecanismo (2b), dado que se pierde aproximadamente la mitad de la actividad. Sin 

embargo, la reacción de lnactlvaclón debe ser reversible, o de lo contrario se hubiese 

alcanzado el mismo grado de inactlvación a todas las concentraciones de betalna 

aldehido, ya que éstas son muy superiores a la concentración de la enzima. Pero el 

hallazgo de una constante de inactivación máxima, kmax, nos indica que el mecanismo de 

inactivación no es tan simple como el mecanismo 1 reversible mostrado en el Esquema 1, 

sino que debe involucrar la formación reversible de un complejo intermediario Enzlma:BA 

activo previo a la formación del complejo final. Enzima•-sA inactivo, como se muestra en 

el Esquema 2: 
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Enzima-BA 
Activa 

Enzima*-BA 
Inactiva 

Esquema 2. Mecanismo propuesto para la lnactlvaclón de la BADH de hoja de amaranto por 
botalna aldohldo. 

Para fundamentar mejor nuestra propuesta de que éste es el mecanismo que tiene 

lugar, a continuación se describen las ecuaciones y los tipos de regráficos de la constante 

de velocidad y del grado de inactivación frente a la concentración del ligando que se 

obtendrian en los diferentes mecanismos posibles bajo condiciones de seudoprimer orden 

(Fersht, 1999): 

Caso 1) lnactivación parcial irreversible sin formación de un complejo intermediario: 

Enzima 
Activa 

+ Ligando Enzima*-Llgando 
Parcialmente activa 

La constante de velocidad de inactivación observada, kobs, es: 

kobs = k1 [L], 
siendo [L) la concentración de ligando 

El grado de inactivación a tiempo infinito, lnact •. medido como el cociente 
[E*L] I [E]o, siendo [E]0 la actividad de la enzima al tiempo cero de incubación con 
el ligando, no depende de la concentración de éste. A cualquier concentración de 
ligando se alcanza la inactivación máxima puesto que toda la enzima se convierte 
en E*L. Por tanto, la lnact« sólo depende de la actividad que conserve este 
complejo. 

L e: :g 
~ 
~ [Lr¡¡andoJ 
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Caso 2) lnactivación parcial reversible sin.formación.de un complejo intermediario: 

k1 
Enzima 
Activa 

+ Ligando· 
k.1 

Enzima*-Llgando 
Parcialmente activa 

o inactiva 

La constante de velocidad de lnactivaclón observada, koos, es: 

koos = k, [L) + k., 

Por tanto a [L) =O 

kobs = k.1 

El grado de lnaclivaclón al equilibrio, Ínac/eq, para cada concentración de ligando 
es función de la concentración de éste: 

/nac/eq = [E*L)eq I [E)o = k1 [L) I (k.1 + k1 [L]) = [L) I (Kd + [L)), 
siendo Kd = k., I k,. 

A concentraciones Infinitas de ligando toda la enzima estará como E*L y la 
actividad residual dependerá de la actividad de este complejo. 

~~ m=k1 

k., 

o (Ligando] 

'""'f t:. -----. ----· 
..., 
:ti 
.E 
o (Ligando] 

Caso 3) lnactivación parcial con formación de un complejo intermediario, última 
reacción Irreversible: 

k1 k2 
Enzima + Ligando ~ Enzima-Ligando - Enzima*-Ligando 
Activa k.1 Activa Parcialmente activa 

Suponiendo que la primera reacción es muy rápida comparada con la segunda, lo 
que muy probablemente sea cierto en el caso de la inactivación de la BADH 
inducida por sus ligandos. ambas reacciones pueden tratarse de forma separada. 
Suponemos además que la reacción de inactivación es la segunda. 
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La constante de inactivación efectiva depende de la fracción de enzima que esté_ 
como EL y puesto que la reacción 1 alcanza el equilibrio antes de que ocurra la 
reacción 2 y [E]o = [E]101.,, tenemos que 

[EL] / [E]0 = [L] I (Ko + [L]), 
siendo K0 = k., 1 k,, 
y por tanto 

koos = k2 [L] I (Ko + [L]) 

A Infinita concentración del ligando se observa una kmax que es igual a k2 

El grado de inactivación alcanzada a un tiempo infinito y a cualquier concentración 
de ligando es igual que en el caso 1, es decir, es constante y sólo depende de la 
actividad que conserve el complejo E'L. 

kma 

n 
"' 

o [Ligando] ~I ""'"®' 

Caso 4) lnactivación con formación de un complejo intermediario, última reacción 
reversible: 

k, k2 
Enzima + Ligando ~ Enzima-Ligando ~ Enzima*-Ligando 
Activa k.1 Activa k.2 Inactiva 

Haciendo los mismos supuestos que en el caso 3, y puesto que la reacción 2 de 
este mecanismo es reversible, la constante de inactivación observada es la suma 
de las constantes de inactivación de los dos pasos de esta reacción, como se 
mencionó en el caso 3. La constante-d&inactivación efectiva del paso EL E*L 
es k2 [L] I (K0 + [L]). Por tanto, 

ko0s = k.2 + k2 [L) I (!<,, + [L]), 
siendo K,, = k.11 k1 

Por tanto a [L] = O 
kobs = k.2 
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A concentraciones infinitas de ligando la k,,... = k.2 + k2 

El grado de inactivación al equilibrio, /nacleq, se define como: 

[E'L]eq I [E]o, 
siendo (E]0 = [E]101a1 = [E]eq + [EL]eq + [E'L]eq, 
es decir, la suma de las concentraciones de las diferentes formas de la enzima 
cuando se alcanza el equilibrio final. 

Puesto que 

[E'L]eq I [EL]eq = k2 lk.2 = Keq2, 
siendo Keq2 la constante de equilibrio de la reacción 2 

y 

[EL]eq = [E]eq [L] I Kd, 
siendo la Kd la constante de disociación de la reacción 1, tenemos que, 

[E'L]eq I [E]o = ([L] Keq2 / (1 + Kaq2)} I {(K,, I (1 + Keci2)) + [L]} 

Por tanto, el grado de lnactivaclón al · equilibrio . también depende de la 
concentración de ligando, alcanzándose.el máximo de inactillaclón a concentración 
infinita de éste: · 

/nacleqmo• = Keq2 I (1 + l<eq,) = k2 / (k2 + k.2) 

Cuanto mayor sea la Keq2 mayor será el grado de inactivación que se puede 
alcanzar. 

La constante de disociación aparente, K'd. que puede estimarse por Un ajuste de 
los datos experimentales a una hipérbola equilátera, es Inferior a la Kd del complejo 
EL: 

K' d = Kd I (1 + Kaq2) = k.1 k.2 I k, (k2 + k.2) 

Cuanto más alta sea 1<eci2. la afinidad aparente por el ligando será mayor. 

k:r--:;::= 
k.,~ 

o fLlgandol 

loolP:· ---------· 
·¡:¡ 

"' i; 
:.: .s 
o [Ligando! 
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Caso 5) La unión del ligando desplaza el equilibrio preexistente e_ntre dos!ormas de la 
enzima, activa e inactiva, hacia la forma inactiva: - -- - -- - -

Enzima 
Activa 

LENTO 
k1 --k.1 

Enzima• 
Inactiva 

+ Ligando 

RÁPIDO 

k2 --k.2 
Enzima*-Llgando 

Inactiva 

Como en el caso 4, el cambio conformacional, que ahora es la primera reacción, 
seria lento, mientras que la reacción de unión del ligando seria mucho más rápida. 
La constante de velocidad de inactivación observada corresponderla a la reacción 
primera y depende de la fracción de enzima inactiva que esté en forma E* y por 
tanto del equilibrio de la reacción segunda. Por tanto, 

kobs = k, + k_, Ko I (Ko + (L]), 
siendo K0 = k2 I k2 

Por tanto a [L) = O 
kobs = k, + k.1 

La constante de velocidad del proceso de inactivación disminuye al Incrementar la 
concentración del ligando, alcanzándose un valor minlmo, kmin. a concentración 
infinita de ligando: 

kmon = k, 

Para cualquier concentración de ligando, el grado de lnactivación al equilibrio, 
lnacleq, se define como: 

lnacleo = [E1nact.leo I [E]101a1 = ([E*]eq + [E'L]eq) I ([E]eq + [E*]eq + [E*L]eq), 
siendo [E1nact.leq = [E*]eq + [E'L]eq 

Puesto que, 

[E'L]eq = [E*]eq [L] I Kd 

y 

[E)eq = [E*]eq I l<eq1, 
siendo l<eq1 = k,lk., 

El grado de lnactivaclón al equilibrio, lnacleq, también depende de la concentración 
de ligando, de acuerdo a: 

lnacleq = [L) I {Kd (1 + K.,q1) + [L)} 

A concentración infinita del ligando toda la enzima estarla como complejo 
E*llgando y por tanto inactiva. 
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·~,P: 
"" lil 
.5 
O (Ligando] 

De este análisis claramente se puede concluir que el único mecanismo consistente 

con nuestros resultados es el descrito en el caso 4. 

VII. 2. 3. Aditlvldad de los efectos máximos producidos por beta/na aldehldo y 

Para determinar si la presencia simultánea de dos ligandos produce la suma del 

efecto observado cuando están solos a concentraciones saturantes, se incubó la enzima 

con betalna aldehldo 4 mM y NADH 4 mM para formar un complejo ternario no catalltico. 

Previamente, se habla encontrado que el NADH a una concentración de 4 mM produce el 

efecto máximo sobre la actividad de la enzima. Se observó que los efectos de los dos 

ligandos no son aditivos (Fig. 4 y Tabla 4), si bien la constante de velocidad de 

inactivaclón parece ser mayor en presencia de ambos ligandos, el grado de inactlvación 

es similar al obtenido, la presencia de ambos ligandos son similares a los obtenidos en 

presencia de la betalna aldehido. 
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Figura 4. Efecto no aditivo de la betalna aldehldo y NADH sobre la BADH de amaranto. La 
enzima fue incubada con: NADH 4 mM (O); betalna aldehldo 4 mM (O); ó NADH 4 mM y betalna 
aldehldo 4 mM (.A.). La concentración de enzima fue de 0.25 mg/mL en el amortiguador de 
incubación 

Tabla 4. lnactivación de la BADH do hoja de amaranto por Incubaciónª simultánea con dos 

ligan dos 

Ligando Actividad residual k(min'')" t112 (min) 

Betaina aldehido 4 mM 40.4 ±: 1 9 0.045 ±: 0.005 15.30 ±: 1.83 

NADH 4 mM 83.0 ±: 09 0.099 ±: 0.038 6.99 ±: 2.73 

Betalna aldehldo 4 mM + NADH 4 mM 43.9 ±: 2.6 0.029 ±: 0.005 24.07 ±: 4.32 

5 La enzima se incubó con los ligandos senalados según esta descrito en Materiales y Métodos. 
• Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste por regresión no lineal de los datos 
experimentales mostrados en la Figura 4 a la ecuación (1), descrita en Materiales y Métodos. Los 
valores mostrados son los estimados en el ajuste±: los errores estandares de los estimados. 

VII. 2. 4. Reversibilidad de la lnactlvación 

a) La inactivación no es reversible por dilución del ligando en el medio de ensayo 

Para estudiar la reversibilidad de la inactivación de la enzima inducida por los 

ligandos, primero se investigó si la actividad se recuperaba al diluir el ligando 50 veces en 

el medio de ensayo. De esta forma se quería.comprobar si el grado de inactivación de la 

enzima por sus ligandos es aun mayor al observado, debido a la presencia de una rápida 
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reactivación que acompañe a la disminución drástica de la concentración del ligando en la 

cubeta del espectrofotómetro, aunque esto noºparecia probable, puesto que en ningún 

caso se habla observado reactivación durante el ensayo de actividad, incluso si éste se 

prolongaba por tiempos largos (30 min). La enzima se preincubó con betalna aldehido 5 

mM durante cinco horas para producir la inactivación máxima (Fig. 5A), tras lo cual se 

tomaron alicuotas que se preincubaron por diferentes tiempos (desde O hasta 180 min) 

con el medio de ensayo de actividad (HEPES KOH 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, p-

mercaptoetanol 0.2 mM) sin los sustratos. La reacción se inició con la adición de los 

sustratos (betalna aldehido y NAO•), una vez finalizados los tiempos de prelncubación 

(Fig. 58). La reactivación tampoco se observó tras 24 horas de incubación en el medio de 

ensayo (datos no mostrados). Como control, una alicuota de la enzima no tratada 

previamente con betaina aldehldo se preincubó en el medio de ensayo, sin llgandos, por 

el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que las alicuotas de la enzima tratada con 

betafna aldehido. 

100 

\=: 
o 

-& ~ ~ 

o 
80 

ñi 
:J 
:B- 60 • ·-· ~~ -. '·---·-· -e ·e 40 "'·-:g~ 
>~ 
:e 20 u 
<( 

A B o 
o 30 60 90 120 300 o 30 60 90 120 150 180 

Tiempo (min) Tiempo (min) 

Figura 5. Incubación d~ la enzima BADH parcialmente activa y diluida 50 veces en el medio g) ~n~a.~od~) ln~ct1yac16n de la BADH de hoja. de amaranto con betalna aldehldo 5 mM (•). 
r c 1v1. ªd. r~s a incubación de la enzima parcialmente inactiva en el medio de ensayo a los 
~~~~~~a\~aic;ld~~l~~)fu~n~~g f~~trol }º( L~ concentració.n de enzima durante la preincubación 
0.0025 mg/mL. · mg m Y urante la preincubac16n en el medio de ensayo de 
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Se esperaba qm(de~revertirse0 laJn¡¡cti11ación,:Ja ~nzima recuperara su actividad 

por la dilución del ligando ~~n éL que ~eprelnc~bó; ya que la concentración final de 

betalna aldehld.o, o,oe mM, no produce i~activaclón significativa. Sin embargo, la 

actividad no·se. restauró: durante la incubación en el medio de ensayo las allcuotas de 

enzima. mantuvieron la misma actividad que tenlan al finalizar la preincubación con 

betalna aldehldo (Fig. 58). Este resultado mostró que el grado de inactivación que se 

obtenla no era menor al real y sugirió que la inactivación era irreversible. 

Si la inactivación de la enzima fuera causada por la disociación del dlmero activo a 

monómeros inactivos inducida por los ligandos, los monómeros quizás no se reasociarlan 

en la cubeta a una velocidad apreciable, dada la dilución a la que se somete a la enzima 

(50 veces). No obstante, como muestra la Figura 58, la 8ADH de amaranto es bastante 

estable en el medio de reacción a una concentración similar a la que se tiene durante el 

ensayo. 

Otra posible causa de la no reversibilidad por dilución en el medio de ensayo 

pudiera ser la baja concentración de un agente reductor en el medio, si es que la 

inactlvaclón observada en presencia del ligandos se debe a una oxidación parcial de la 

enzima. Aunque esta posibilidad parecla lejana, porque la inactivación por los ligandos se 

observa en presencia de 10 mM de p-mercaptoetanol, para descartarla se hicieron dos 

experimentos diferentes: 1) la enzima parcialmente inactivada por incubación con betalna 

aldehldo 4 mM se diluyó en el amortiguador en el que se realiza la preincubación que 

contiene una concentración alta de reductor (p-mercaptoetanol 1 O mM) y se midió la 

actividad en este amortiguador después de transcurridos 120 min de hacer la dilución. 

Tampoco se encontró reactivación. 2) Se incluyó DTT en el medio de ensayo, dado que 

el DTT, al ser un ditiol, es un reductor mucho más eficiente que el Jl-mercaptoetanol, un 

monotlol. Para nuestra sorpresa, la presencia.de DTT en el medio de ensayo produjo una 
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actividad signlficativam~rite _r:ii"ás.¿baj¡¡_, t¡¡Qto _~de Ja enzima contrql (sin preincubar con 

betalna aidehldo), como de la enzimapaiclalníente activa (preincubada previamente por 2 

horas con betalna aldehldÓ 4 mM), fueron más bajas que las determinadas comparada 

con la activldad determinada e~ aus~ncla. del reductor. La disminución de la actividad 

provocada por el DTT se observó incluso sin haber incubado a la enzima en el medio de 

ensayo, es decir, se observó cu1mdo la reacción se inició con la adición de la enzima, no 

con la adición de los sustratos. Asl, la actividad de la enzima control fue 197.0 mU/mL en 

ausencia de DTT, 158.33 mU/mL en presencia de DTT 5 mM y 1.14.5 mU/mL en 

presencia de DTT 20 mM. Mientras que la de la enzima incubada con betalna aldehldo 

fue de 101.5 mU/mL en ausencia de DTT, 65.66 mU/mL en presencia de DTT 5 mM y 

42.0 mU/mL en presencia de 20 mM. Por tanto, la presencia de DTT a altas 

concentraciones en el medio de ensayo puede llegar a producir una actividad 40% más 

baja que si la medida de actividad se hace en su ausencia, lo que Indica que bajo 

condiciones catallticas la enzima es susceptible a la presencia de un reductor, aunque las 

razones de esta susceptibilidad no son claras por el momento. Sin embargo, la enzima 

parcialmente activa (tratada con betalna aldehldo 4 mM por 2 horas) Incrementa su 

actividad 2.11 veces con respecto a la que tenla después de haber sido incubada con 

betalna aldehldo cuando se la Incuba en el medio de ensayo en presencia de DTT 20 mM 

por 120 min, alcanzando un 72% de la actividad original. Cuando la concentración de DTT 

fue 5 mM se recuperó hasta un 70% de la actividad inicial, mientras que la actividad de la 

enzima tratada e incubada en medio de ensayo sin DTT no cambió significativamente 

(Fig. 6). Este resultado sugiere que la enzima sufre algún grado de oxidación reversible 

durante su Incubación con el aidehldo, aunque esta oxidación no explica el total de la 

pérdida de actividad. Otra posible explicación es que la enzima estuviera parcialmente 

oxidada al inicio del experimento y que estemos observando la reactivación de la fracción 
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de moléculas oxidadas, probablemente durante la extracción, purificación o 

almacenamiento de la enzima. 
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Figura 6. Efecto del DTT en et modio do ensayo sobre ta reactivación de ta BADH 
parclalmonto Inactiva por Incubación con botalna aldehldo. La enzima se preincubó con 
betalna aldehldo 4 mM durante dos horas en el amortiguador C y después se diluyó 50 veces en el 
medio de ensayo con concentraciones de O(•). 5 (O) y 20 (6) mM de DTT. La actividad se 
determinó por adición de los sustratos betalna aldehldo y NAo• a los tiempos indicados en la 
figura. La actividad inicial en este experimento (100%) es la determinada después de la 
preincubación de la enzima con betalna aldehldo. La concentración de enzima durante la 
preincubación con betalna aldehldo fue de 0.125 mg/ml y durante la incubación en medio de 
ensayo 0.0025 mg/mL 

b) La inactivaclón es reversible cuando se elimina totalmente el ligando del medio 

de incubación por filtración en gel o por diáfisis 

La enzima se inactivó parcialmente por incubación con betalna aldehldo 4 mM, 

glicina betafna 200 mM ó NADH 1 mM, tras lo cual se eliminó el ligando por el método 

descrito por Penefsky (1979) mediante una rápida filtración en gel usando una columna de 

Sephadex G-25 equilibrada con el amortiguador C pero sin el ligando. Por este 

procedimiento, en los tres casos se recuperó la actividad especifica inicial, es decir, la que 

la enzima posee antes de incubarse con el .ligando, lo que indica que la inactivaclón 

causada por éste si es reversible (Fi!J. 7 y Tabla 5). 
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Figura 7. Reactivación de la enzima por ellmlnaclón del ligando por filtración en gel. Se 
inactivó parcialmente la enzima con belalna aldehldo 4 mM durante tres horas y posteriormente se 
eliminó del medio la belalna aldehldo por filtración en gel. La actividad especifica se restituyó al 
100% (flecha). 

En este experimento se observó que cuando se pasaba a la preparación de 

enzima por la columna de filtración en gel se perdla protelna. La concentración de 

protelna y las unidades totales de enzima que se recuperan después de pasarla por la 

resina son menores que las adicionadas a la columna, aunque la actividad especifica se 

recuperaba a los niveles iniciales. Pare·cra, por tanto, que lo que en realidad estaba 

sucediendo era que por alguna razón la protefna Inactiva quedaba retenida en lacolumna. 

Esto nos llevó a estudiar la reversibilidad de la inactivación mediante una diálisis de la 

preparación de enzima inactivada durante 16 horas contra 1000 volúmenes del 

amortiguador de preincubación sin el ligando, betafna aldehfdo en este caso. Se encontró 

que también por este método fa actividad enzimática se restituye al 100% (Tabla 5), sin 

que en este caso se pierda la protefna total. 
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Tabla 5, Roactl~aclón' de la BADH por fllÚac;lón en gel y por diálisis 

Ligando 

Betalna aldehldo 4 mM 

Glicina betalna 200 mM 

NADH 1 mM 

Betalna aldehldo 10 mM 

Actividad (% Inicial) 

Incubada con ligando 

56 

62 

74 

52 

Filtrada en gel 

99 

103 

90 

Dializada 

103 

•La actividad se encuentra expresada como el porcentaje de la actividad especifica (U/mg prot.). 

VII. 2. 5. Efecto de la temperatura en la cinética de lnactlvaclón por Incubación con 

betafna aldehfdo 

Olro parámelro que es importante determinar para la caracterización de la 

inactivación de la enzima por sus ligandos es la dependencia de la temperatura de la 

velocidad de dicha inactivación. En general, los aumentos de temperatura aceleran las 

reacciones químicas: por cada 10° e de incremento, la velocidad de reacción se duplica. 

Las reacciones catalizadas por las enzimas siguen esta ley.general; Sin,enibargo,-a·partir 

de cierta temperatura, las protelnas ~~empiezan a de;naturalizar por el ~lar. 
Se estudió el efecto de la temperatura, en el Intervalo de O a 40º C; sobre la 

inaclivaclón de la enzima por. betalna aldehldo 10 mM, que es uria concentración 

saturante que permite observar el efecto máximo a 25° C y suponiendo que sigue siendo 

saturante en el intervalo de temperatura de este experimento. La cinética de lnactivaclón 

mostró que la velocidad de pérdida de actividad se incrementa con la temperatura del 

medio de preincubación (Fig. 8 y Tabla 6), mientras que el grado de inactivación no se 
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afecta. En todos Jos casos Ja determinación de la actividad de la enzima preincubada se 

llevó a cabo a 30° C. 
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Figura 8. Cinéticas do lnactivaclón do la enzima BADH do amaranto por Incubación con 
betafna aldehldo 10 mM en el Intervalo do temperatura entre 0° e a 40°. Se muestran las 
cinéticas de inactivación de la enzima por preincubación con betalna aldehldo 10 mM a: O(•), 10 
(•), 20 (A), 30 ( )'i740º e(+) La concentración de enzima empleada fue de 0.125 mg/mL. 

Tabla 6. Efecto do la temperatura sobro la cinética de la lnactivaclón de la BADH de hoja de 

amaranto eor Incubación con betalna aldehldo 10 mM 

Temperatura (ºC) Actividad residual' /('(min'1) l112(min) 

{%inicial) 

o 54• 0.003 :';, 0.000 208.23 :';, 34.05 

10 54° 0.010 :';, 0.002 67.81 :';, 14.54 

20 54.3 :';, 2.9 0.034 :';, 0.007 20.57 .:!: 4.15 

30 55.1 .:!: 2.6 0.066 :';, 0.016 10.48 :';, 2.53 

40 53.7 .:!: 1.7 0.216 .:!: 0.044 3.21 .:!: 0.65 

ªTanto la constante de velocidad de inaclivación, k, como la amplitud del cambio fueron estimadas 
a partir del ajuste por regresión no lineal de los dalos experimentales mostrados en la Figura 8 a la 
ecuación (1), descrita en Materiales y Métodos. Los valores mostrados son los estimados en el 
~juste .:!: los errores estándares de los estimados. 
Para hacer el aiuste en estas dos temperaturas, el valor de la amplitud del cambio se fijó a los 

valores mostrados. 
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Con las constantes de velocidad de lnactivación de seud~-primer ()[den estilTladas _ 

a cada temperatura se realizó un análisis de Arrhenius,para deter.minar la energla de 
' ' 

activación de Arrhenius del paso (2) del procesó de lnaC:tivación (véase el Esquema 2 de 

la página 40). El gráfico del lnkobs versus 1ff es lineal (F.ig. 9); obteniéndose un valor de 

17,350 ± 731 cal mol'1 (72.60 ± 3.06 kJ mol'1). 
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Figura 9, Dependencia de la temperatura de las constantes de velocidad de lnactlvaclón de 
la BADH de hoja de amaranto por Incubación con betalna aldehldo. 

Se debe señalar que la enzima libre no es estable cuando se incuba a 40° C por el 

periodo de tiempo que dura este experimento (datos no mostrados). Sin embargo, la 

enzima es estable cuando tiene unida a la betalna aldehldo. por lo que la inactivación 

observada a esta temperatura se debe exclusivamente a la inactivación inducida por el 

ligando y no a la inactivación térmica. Para hacer esta afirmación nos basamos en la 

linealidad del gráfico de Arrhenius; de existir inactivación térmica a 40° C la constante de 

velocidad de inaclivación tendrla un valor superior al observado. 

El valor de la energía de activación de Arrhenius calculado es similar al encontrado 

por otros en estudios de la dependencia de la temperatura de los cambios 
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conformacionales (Yaffe et al., 1989; Ren'!1!!1_yc~laf!l~,1~~9; !iy.i¡¡ri. y ~!l<dª!· 1~99), lo que . . . . . . .. -
1 • • -

sugiere que el segundo paso del mecani~mo propuesto por nosoiros para la
0

inactivación 

de la BADH de hoja de amaranto (Esquema 2, página 40) consiste en un cambio 

conformacional. 

VII. 3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INACTIVACIÓN DE LA 

BADH DE AMARANTO POR SUS LIGANDOS 

VII. 3. 1. /nact/vación por oxidación de residuo(s/ de cistelna 

Las cistelnas tienen la capacidad de tolerar 10 ó más estados de oxidación 

diferentes in vivo. Como resultado, los péptidos y protelnas que contienen residuos de 

cistelnas pueden experimentar modificaciones por oxidación de éstas. A partir del tlolato, 

la forma desprotonada del monotiol, se pueden formar radicales tiilo, disulfuros, ácidos 

sulfénico, sulflnico o sulfónico (incluyendo sus bases conjugadas), -S-óxidos y disulfuros 

mixtos con otro tiol. Cada una de estas modificaciones qulmicas exhibe sus ·propias 

propiedades qulmicas y bioqulmicas, tales como estabilidad, estado redox, capacidad de 

unir metales, acidez y nucleofilicidad, y de ocurrir en un grupo tiol que participa en 

catálisis, tienen importantes repercusiones sobre la actividad catalltlca de la enzima 

(Gerber y Lill, 2002; Giles et al., 2003). Las cistelnas, a pesar de ser los residuos de 

aminoácidos menos abundantes en las protelnas, son muy abundantes en la BADH de 

amaranto, que además de poseer una cistelna esencial para la catálisis tiene 15 residuos 

de cistelna por monómero. 

En un principio se pensó que la lnactivaclón se podrla deber a la oxidación de la 

cistelna esencial (Cys294), la cual podla hacerse más reactiva y, por tanto, susceptible de 

oxidación, cuando algún ligando se ha unido a la enzima. De hecho, este incremento en la 
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reactividad deUiol de
0
_la cistelna _ catalltica _se_ habla __ obseryado en un estudio_ de 

modificación qulmica usando dlsulfiram, un reactivo espe~ffic~de tioles;(VE!lasco-Garcla 

el al., 2003). Los resultados de reactivación en -la cubeta - po~ DTT mostrados 

anteriormente también apoyaban el que durante la Incubación; con ·los- ligandos se 

produjese una oxidación de un(os) reslduo(s) de clstelna. 

Con base en estos antecedentes y pensando que al menos en parte la pérdida de 

actividad es causada por una oxidación, se exploraron las diversas posibilidades de 

oxidación de la enzima que se describen a continuación. 

a) Oxidación por especies reactivas de oxigeno 

Estudios en nuestro laboratorio hablan mostrado que la BADH de hoja de 

amaranto se inactiva parcialmente por peróxido de hidrógeno. Esta inactivaclón se 

incrementa si la betalna aldehldo está presente en el medio de Incubación con peróxido y 

sigue una cinética muy semejante a la observada en la incubación con betalna aldehido. 

Aunque nos era dificil explicar cómo pudiera estar produciéndose H20 2 en nuestro medio 

de incubación, para descartar la posibilidad de que éste u otras especies reactivas de 

oxigeno estuvieran inactivando a la BADH cuando se incubaba con betalna aldehldo, se 

hicieron los siguientes experimentos: 

1) La enzima se incubó con betalna aldehldo 10 mM en presencia de catalasa (50 

unidades totales). La inactivación por betalna aldehldo ocurre de la misma forma en 

presencia de catalasa que en ausencia de ésta, es decir, con la misma velocidad y 

magnitud (Fig. 10). Por lo tanto, se descartó que la inactivación se esté dando por 

oxidación con peróxido de hidrógeno. 
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Figura 10. lnactlvaclón de la BADH de amaranto por prelncubaclón con betalna aldehldo 10 
mM en ausencia o presencia de catalasa. La enzima se Incubó durante 180 minutos en 
presencia de: betalna aldehldo 10 mM (•); betalna aldehldo 10 mM y catalasa 50 U (ó); ó 
catalasa 50 U ( T ), como se describe en Materiales y Métodos. Enzima control no incubada con 
betalna aldehldo (O). 

2) Como las preincubaciones de la enzima con sus ligandos se hicieron en 

presencia de un agente reductor (¡3-mercaptoetanol 10 mM), pudiera ser que éste origine 

la formación de diferentes estados de oxidación de metales (traza) que pudieran estar 

promoviendo la inactivación de la enzima cuando se encuentra en presencia dé. sus 

ligandos. Se sabe que tanto el Cu2• como el Fe2• son capaces de reaccionar con el H20 2 

para formar in vilro radicales hidroxilo (•OH) por la reacción de Fenton. Si hay un reductor 

presente en el medio, se regenera el estado oxidado del metal y la reacción continúa. 

(Esquema 3) (Nappi y Vass, 1997; Lloyd, et al., 1997; Park y lmlay, 2003). 

Agente reductor'ed + Fe3• 

Fe2•+ H202 

Agente reductor'ed + H20 

--Fe -
Fe2

• + Agente reductor'" 

Fe3• + •OH + OH. 

Agente reductor'" + •OH + OH" 

Esquema 3: Reacción do Fenton. Tomado de Park e lmlay (2003). 
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Para investigar si la inactivación se debla a radicales hidroxilo, se preincubó la 

enzima con betaina aldehldo 10 mM en presencia de cloruro férrico o cloruro ferroso con 

o sin EDTA. Nuestros resultados indican que ni Fe2
' ni Fe3

' Incrementan la inactivación 

causada por la betalna aldehldo y que la inactivación que producen por si mismos es 

siempre menor a la producida por el sustrato (Fig. 11 y 12). Se incluyó también a la 

catalasa para destruir cualquier traza de peróxido de hidrógeno del medio de Incubación, 

la que se descartó que la inactivación se esté dando por oxidación con peróxido de 

hidrógeno. 
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Figura 11. lnactlvaclón de la BADH de amaranto por Incubación con betalna aldehldo 10 mM 
y cloruro férrico 5 µM en ausencia do EDTA. Enzima no incubada con betalna aldehldo (•); 
enzima en presencia de FeCI, 5 µM (ó), enzima incubada con betalna aldehldo 10 mM (•); 
enzima incubada con betalna aldehldo 1 O mM en presencia de FeCl3 5 µM (,. ); enzima incubada 
con betalna aldehldo 10 mM en presencia de FeCl3 5 µM y catalasa (o). La concentración de 
enzima en todas las incubaciones fue de 0.25 mg/ml. 
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Figura 12. lnactivaclón do la BADH do amaranto por Incubación con betaina aldohido 10 mM 
y cloruro ferroso 5 µM en ausencia do EDTA. Enzima no incubada con betalna aldehldo ('Y), 
enzima en presencia de FeCl2 5 µM (.6.), enzima incubada con betalna aldehido 10 mM (•). 
enzima incubada con betalna aldehldo 10 mM en presencia de FeCl2 5 µM (O). enzima incubada 
con betalna aldehido 1 O mM en presencia de, FeCl2 5 µM y catalasa ( + ). La concentración de 
enzima en todas las incubaciones fue de 0.25 mg/ml. 

b) Oxidación por oxigeno molecular 

Con la finalidad de indagar el papel que juega el oxigeno como posible agente 

oxidante en el proceso de inactivación de la enzima por incubación con sus ligandos, se 

preincubó a la enzima con betalna aldehido 10 mM en condiciones anaeróbicas. La 

enzima se desaló en una columna de filtración en gel para eliminar el reductor (J3· 

mercaptoetanol). Para mantener la enzima en condiciones anaerobias se desgasificó la 

preparación enzimática por vaclo y se burbujeó nitróg13no durante 1 O min, como se 

describe en Materiales y Métodos. Asimismo, t0d~~:1~~-~oluclonés empleadas fueron 

desgasificadas y luego burbujeadas .. con ñitr¿ge~'o. '.'~~.· .. encontró· que bajo estas 

condiciones sigue ocurriendo una péfalda\cle' ~~iilcl~d . p();. .. lncu~~clón con betaina 

aldehfdo semejante a la que ocurre cu~ridb
0

~é irié;'~b:a a~1i enzima con este sustrato en 

presencia de oxigeno (Fig. 13) y qu~ el grn~o· d~· inactlvación y la velocidad de ésta son 

muy similares a las observadas en presencia de oxigeno y reductor. Ésta fue la prueba 
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más contundente de que la inactivaclón de la enzima por sus ligandos no involucra una 

oxidación. Este hallazgo permitió, además, descartar la formación de un disulfuro mixto 

entre la cistelna catalltica y el reductor, puesto que este experimento se realizó en 

ausencia de reductor. 
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Figura 13. lnactlvación de la BADH de amaranto por incubación con betaina aldehido 4 mM 
en ausencia de 0 2 y de agente reductor. La incubación se realizó en amortiguador C carente de 
p-mercaptoetanol. Enzima control ('V). La concentración de enzima fue de 0.25 mg/ml. 

Otra forma de descartar la posibilidad de que la inactivación se deba a oxidación 

por el oxigeno molecular, fue realizando las preincubaciones en presencia de agentes 

reductores bajo condiciones aerobias. Se siguió la inactivación de la enzima provocada 

por la incubación con betalna aldehido en presencia de diferentes concentraciones de 

DTT (estas mismas concentraciones también se llevaron a la cubeta en la que se realizó 

la lectura). Aun en presencia de DTT 20 mM ó p-mercaptoetanol 40 mM sigue habiendo 

inactivación de la enzima, pero en menor grado que la obtenida a bajas concentraciones 

de reductor (Fig. 14 y Tabla 7}. En ausencia del ligando, la enzima es estable durante el 

tiempo que dura el experimento en un medio.que contiene concentraciones tan bajas de 

P-mercaptoetanol como 0.2 mM. Experimentos posteriores mostraron que la enzima se 

60 



VII. Resultados 

oxida parcialmente durante. el_alm¡¡cenamiei;ito,loglJl:l e_x¡ilic;¡:¡ lasc~if(lr()DC]!"sde .. actividad 

encontradas con los reductores. En; presencia. de altás concentraélonés de éstos, se . . . . . 

produce la reactivación de la ~nzim~ Óxidada por almac~na:mient~. simultáneamente a la 

inactivación por la incubación con el ligando. 

ºº 

100 

~ ñi 
80 :::1 

:!2 
"' :!i! o l!! u 60 : 'O :s ltl 
'O ~ 40 

~ 
o • • V' 

<( 20 

o 
o 50 100 150 200 

Tiempo (min) 

Figura 14. lnactlvaclón de la BADH por Incubación con de betalna atdehldo 4 mM en 
presencia de agentes reductores: p-mercaptoetanol 0.2 mM (•). 10 mM (\7), ó 40 mM (O); DTT 
20 mM (•). Actividad de la enzima control (no preincubada con el ligando) en presencia de ll
mercaptoetanol 0.2 mM ( .6. ). La concentración de enzima fue de 0.25 mg/mL. 

Tabla 7 . Efecto de la concentración de agentes reductores en la lnactlvaclón de la BADH de 

hoja de amaranto por la botalna aldehido' 

Reductor 

¡1 -mercaptoetanol 0.2 mM 

p -mercaptoetanol 10 mM 

¡1 -mercaptoetanol 40 mM 

Actividad residual 

(%inicial) 

39.B .:!: 3.1 

40.5 .:!: 1.9 

64.2 .:!: 1.0 

k(min"1) l112(min) 

0.104 .:!: 0.025 6.67 .:!: 1.57 

0.046 .:!: 0.006 15.30 .:!: 1.83 

0.077 .:!: 0.010 9.07 .:!: 1.10 

DTT 20 mM 58.2 .:!: 1.3 0.051 .:!: 0.007 13.57 .:!: 1.82 

ªLa enzima (0.25 mg/mL) se incubó durante 180 minen presencia de betalna aldehído 4 mM bajo 
las cond1c1ones descritas en Materiales y Métodos en presencia de las concentraciones de los 
reductores indicadas. 

1----;:I: ~- :; : ¡:,--.:~ ;:::.-;·····-·-¡· 
•) ~ 1 ! , l 

' ' ' 
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VII. 3. 2. Punto isoe/óctrico de la BADH inactivada por betaina alde/Jido 

Para explorar si la inactivación de la enzima por incubación con betalna aldehido 

produce alguna modificación en ella que altere su p/, se realizó un electroenfoque en 

geles de poliacrilam1da. con un gradiente de pH de 4-6.5, de la enzima no incubada y de 

IR incubada con betaina aldehído. El punto isoeléctrico teórico de la BADH de hoja de 

amaranto es de 54. tanto para la enzima cod1f1cada por el gen a/1y/Jaclll4 como para la 

cocilf1cacJa por el gen n/1y/Jacl/117 

El electroenfoque reveló el mismo comportamiento de la enzima control (sin 

pre1ncubar) y de la enzima parcialmente activa por preincubación previa con la betaina 

aldehído (F1g. 22) Sorprendentemente, se encontraron tres bandas de proteínas en estos 

geles. lo que podria ser el resultado de las condiciones no reductoras de la corrida, que 

pudieran estar favoreciendo diferentes estados de oxidación de la enzima. o bien deberse 

a que nuestra preparación de enzima, que es altamente homogénea en SDS-PAGE, 

presenta heterogeneidad de p/ por razones desconocidas en este momento. Otra posible 

explicación es la formación de heterodimeros correspondientes a los dos genes existentes 

aunque el analisis teórico indique que son iguales. 

2 

,fr.-
Figura 22. Elcctroenfoquo de la BADH de amaranto en gel do pollacrllamlda con un gradiente 
de pH de 4-6.5. Carril: 1) Enzima sin pre1ncubar. 2) Enzima preincubada con belalna aldehldo 10 
mM. 

La posibilidad de que la heterogeneidad sea un artefacto del procedimiento del 

electroenfoque impide concluir con certeza si la betaina aldehldo esta alterando el p/ de la 

enzima. porque de hacerlo podría este efecto estar enmascarado. 
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VII. 3. 3. Efecto de la incubación con betaina aldehído en la fluorescencia de la 

enzima 

Puesto que la incubación de la enzima con sus ligandos produce una disminución 

en la actividad que refleja posiblemente cambios conformacionales inducidos por unión de 

los ligandos, se quiso explorar si estos cambios conformacionales producian cambios en 

la fluorescencia intrlnseca y extrinseca, medidas por la fluorescencia de los triptofanos y 

del ANS, respectivamente. Estos experimentos se realizaron únicamente con la enzima 

incubada con betaina aldehído, puesto que es el ligando que produce la respuesta 

máxima y no inteñiere con la fluorescencia, como es el caso del NADH. 

a) Fluorescencia intrlnseca 

Se excitó la preparación enzimática a 296 nm para recoger el espectro de emisión 

de fluorescencia en un intervalo de 300 a 450 nm. Se observó un Incremento en fa 

intensidad de fluorescencia intrlnseca medida a la longitud de onda de máxima emisión 

después de la adición de betalna aldehldo 10 mM a la preparación de enzima (Flg. 15). 

Este incremento ocurre durante los primeros minutos de la i.ncubación, alcanza un 

máximo a los 20 min. y se mantiene constante hasta 2.5 h después .de .Iniciada .la 
·- --, ·-· -

incubación con el ligando. La longitud de onda máxima O•ma•) se mantuvo constante 

durante todo el transcurso del experimento a un valor de .345.2 nm. Los cambios no son 

muy claros, posiblemente debido a que la enzima cueníá con once residuos de triptofano 

por monómero. De éstos, tres están en o cerca del sitio activo de acuerdo a nuestro 

modelo tridimensional de la enzima (González-Segura y Muñoz-Clares, datos sin 

publicar). 

La cinética del cambio en la intensidad de fluorescencia permitió calcular una 

constante de velocidad (Fig. 16), ya que estfi! cambio sigue un crecimiento exponencial 

sencillo. La constante de velocidad calculada con los cambios en la fluorescencia 
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intrínseca es aproximadamente 5 veces mayor a la calculada en la cinética de la pérdida 

de la actividad enzimática, por fo que no es fácil correlacionar ambos procesos. 

12.53 

300.0 400.0 
Longitud de onda (nm) 

450.0 

Figura 15. Efecto de la Incubación de betalna aldehldo sobre la fluorescencia lntrlnseca de la 
BADH de hoja de amaranto El incremento de la fluorescencia después de la adición de la betalna 
aldehldo 10 mM se da en el sentido que indica la flecha. La A,,,_ fue de 296 nm. La 
concentración de enzima empleada fue de 0.125 mg/ml. 

1.4~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

1 .2 

1.0 
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• • 

120140160 

Figura 16. Cinética del cambio en la intensidad máxima de fluorescencia de la BADH de hoja 
de amaranto Incubada con botalna aldehldo 10 .mM. El cambio en la fluorescencia fue calculado 
como se describe en Materiales y Métodos. 
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b) Fluorescencia. extrlnseca 

Cuando se utilizó. el ANS como un reportero de los cambios conformacionales 

inducidos por betalna aldehldo la respuesta obtenida fue muy pobre. No obstante, se 

observó que la enzima es capaz de unir al ANS, lo que provoca un significativo 

incremento en su · fluorescen.cia y que, al momento de adicionar la betalna aldehldo 

10 mM, hay una respuesta rápida, Incrementándose un poco la fluorescencia (Fig. 17A), 

pero esta fluorescencia .se ve apagada con el transcurso del tiempo (Fig. 178) hasta 

regresar a el esÍado inicial de fluorescencia (Fig. 17C). Se obtuvieron los datos de longitud 

de onda de emisión máxima (A,,,..) e intensidad máxima para cada trazo que se muestran 

en la Tabla 8. 

Tabla 8. Evolución temporal de los espectros de fluorescencia extrlnseca• de la BADH do 

hoja de amaranto Incubada con betalna aldehldo (BA). 

Condición Tiempo (min) No. de Ama, (nm) Intensidad"""' 

espectro (UA) 

Enzima o 478 0.56 

Enzima +ANS o 2 492 1.46 

Enzima + ANS + BA 1 O mM 1 3 464 1.57 

Enzima+ ANS + BA 10 mM 5 466 1.52 

Enzima + ANS + BA 1 O mM 10 490 1.49 

Enzima + ANS + BA 1 O mM 20 490 1.46 

Enzima+ ANS + BA 10 mM 40 492 1.47 

Enzima + ANS + BA 10 mM 60 4 492 1.46 

• Los datos mostrados fueron obtenidos por inspección visual sobre el espectro de emisión. 

La unión del ANS a la enzima produce un incremento en la fluorescencia (espectro 

2), lo que indica que la molécula reportera se está uniendo a la enzima. Después de la 

adición de la betalna aldehldo hay un ligero incremento de la fluorescencia y un 

corrimiento hacia el azul (espectro 3). A medida que transcurre el tiempo de incubación se 
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produce un regreso al estado original mostrado en el espectro 2. Asl los espectros 2 y 4 

. son iguales. 

1.16 -1.16 

~ 
2. 
"' "ü 
e o 38 
~ 

o 38 

~ .a 
u. 

·0.40 

400 o 5 o o 6 o o 

Longitud de onda (nm) 

Figura 17. Efecto de la incubación con la betaina aldehido sobre et espectro de 
fluorescencia de la BADH do hoja de amaranto empleando ANS como nuoróforo .. La ;... ........ 
del ANS fue 360 nm. Enzima sola (1); BADH en presencia de ANS (2); BADH en presencia de ANS 
y de betaina aldehldo 10 mM al tiempo cero (3) y a los 60 min después de anadir el aidehido (4). 

Parece ser que la polaridad del mlcroambiente se modifica al encontrarse en 

presencia de betalna aldehido, pero con el paso del tiempo la polaridad regresa a su 

estado original. 

A pesar de que se encontraron diferentes respuestas por las dos pruebas de 

fluorescencia que se hicieron, es claro que se está produciendo un cambio 

conformacional de la enzima inducido por la incubación con betalna aldehldo. 

VII. 3. 4. Estado de agregación de la enzima inactivada por betafna aldehfdo 

El posible efecto de la incubación de la enzima con sus ligandos sobre su estado 

de agregación se estudió por los siguientes métodos: 

¡-----· ~:~ r.: :_;F:~-cóYI _ .... -
1 i·: OHIGEN 
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a) Filtración en gel ··º 

La enzima incubada con betalna aldehldo 10 mM durante dos horas se 

cromatografió en una columna de exclusión molecular acoplada a un sistema de HPLC, 

equilibrada y elulda con el amortiguador de incubación (amortiguador C) conteniendo 

betalna aldehldo 10 mM, como se describe en Materiales y Métodos. No se encontraron 

cambios en el estado de agregación de la enzima tras la Incubación con betalna aldehldo, 

ya que tanto la enzima no incubada con betalna aldehldo como la incubada eluyen como 

un único pico simétrico (Fig. 18), con tiempos de retención similares: 29.8 mln y 29.75 

min, respectivamente. 

0.012 A 0.012 B 
0010 O.Q10 

0008 
~ 0.008 

~ 0006 2 0.006 V>N 

V>N .e 
.e 0.004 <C 0.004 
<C 

0.002 0.002 

0.000 0.000 

-0.002 -0.002 
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40 

Tiempo de retenclon (min) Tiempo de retención (mln) 

Figura 18. Peñlles de eluclón de la BADH de hoja de amaranto en una cromatografla de 
exclusión molecular. A) Enzima control no incubada con betalna aldehldo. B) enzima incubada 
con betalna aldehldo 10 mM durante dos horas para producir la inactivaclón parcial. La actividad 
de la enzima en A) es de 244.15 mU/mL y en B) de 110.92 mU/mL. 

b) Entrecruzamiento con g/utaraldeh/do 

Los posibles cambios en el estado de agregación se Investigaron también por 

entrecruzamiento con glutaraldehldo de la enzima preincubada con y sin betalna aldehldo 

4 mM. El glutaraldehldo es un agente entrecru~ante que se une a los residuos de llsinas 

de las protelnas de manera covalente formando uniones intra e intermoleculares. Si la 
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betaina aldehído produce una agregación de la enzima. se esperaba poder verla en una 

SDS-PAGE tras el entrecruzamiento con el glutaraldehido. Sin embargo, y de acuerdo 

con el resultado de la cromatografía de exclusión molecular, no se encontraron diferencias 

cualitativas 111 cuant1tat1vas entre la enzima que se incubó con la betaina aldehído y la 

enzima que no fue incubada Tampoco se encontraron agregados de masa molecular 

superior al dímero. lo que 1nd1ca que la betaina aldehído no oligomeriza a la enzima 

BADH de ho1a de amaranto (Fig 19) 

-~J!l_prcinc4~_3:r~-- Prcincubada con BA. 
Tiempo (scgl O 30 60 420 -()- ·3¡¡---50-420 

ll 
11" 

" 

Figura 19. Entrecruzamiento con glutaraldehido de la BADH de hoja de amaranto sin 
prelncubar y prcincubada con la betaina aldehído. Las enzimas control y preincubada con 
betaina aldehído 4 mM se entrecruzaron con glutaraldehido 30 mM durante los tiempos señalados 
como se describe en Materiales y Métodos y se sometieron a SDS·PAGE de ambas muestras. El 
gel se tiñó con plata Cada carril contiene 1 25 pg de proteina M = monámero. D = dlmero y o· = 
dímero entrecruzado 1ntrasubu111dad 

Se puede observar que el glutaraldehido produce la formación de dímeros que 

entrecruzan y corren de manera diferente en el gel. Esto posiblemente se debe a 

entrecruzamientos intrasubunidad que se producen a medida que transcurre la Incubación 

con glutaraldehido. 
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c) Electroforesis nativa 

Por medio de electroforesis nativa en geles preformados. con un gradiente de 4 a 

15% de pollacnla1111da. se corroboró que la rnactivac1ón producida por la betaina aldehído 

sobre la BADH de amaranto no se debe una agregación de la enzima, como se puede 

observar en la Figura 20 Se encontró que la BADH que ha sido pre1ncubada con betaina 

aldehído 10 rnM durante 120 1111n. y que ha perdido el 52% de su actividad original. corre 

de la misma forma que la enzima que no ha sido tratada. En esta electroforesis se 

observaron unas bandas débiles de proteína. correspondientes al tetrámero, tanto en el 

carril de la enzima control como en el de la tratada. 

2 

Tetrámero~ 

DI mero 

Figura 20. Electroforesis nativa de la BADH de hoja de amaranto en un gradiente de 4-15% 
ele pollacrilarnlcla. Carril 1 · Enzima control no rncubada con betalna aldehldo: carril 2: enzima 
incubada con betaina aldehído 10 mM durante 120 mrn En cada carril se aplicaron 0.25 µg de 
proteína totales. El gel se tiñó con plata como se describe en Materiales y Métodos. 

VII. 3. 5. Estado de agregación de la enzima inactivada por glicina beta/na 

El experimento de filtración en gel anteriormente descrito para betaina aldehído se 

l1izo también con glicina betaina. Se incubó a la enzima con 200 mM de glicina betalna 

durante tres horas, lo que llevó a la pérdida de aproximadamente el 30% de su actividad 
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original (Fig. 21~). La enzima par_~ahnen_t~ ill~~tiva se sometió entonces a una 

cromatografia de· fÍltraclón en gel en'una colúmna acoplada a un sistema de. HPLC, 
- ~. ' . 

equilibrada con el mismo amortiguador ~n el qué se encontraba la enzima, es decir, 

glicina betalna 200mM. La cromatografi~ cla~am~nte¡demostró que la enzima se está 

agregando en tetrámeros inactivos (Fig. 218). El porcentaje de enzima que se agrega, 

determinado como el área del pico del tetrámero con respecto a la suma de las áreas de 

tos dos picos, es muy similar al porcentaje de enzima que se encuentra inactiva después 

de que se ha tratado con la glicina betalna. En este caso al menos, la velocidad y el grado 

de inactivación dependerán de la concentración de enzima, aunque esto no se ha 

determinado aún. 

o.os~----------~ 
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Figura 21. Efecto de la prelncubaclón con la glicina betalna sobre la actividad (A) y estado 
de agregación (B) de la BADH de hoja de amaranto. La enzima (0.25 mg/mL) se incubó con 
glicina betalna 200 mM y después de 3 horas se examinó su estado de agregación por 
cromatografla de filtración en gel como se describe en Materiales y Métodos. 

Por tanto, el mecanismo de la inactivación provocada por la glicina betalna es 

diferente al de la inactivación provocada por la betalna aldehldo, lo que pudiera explicarse 

por un efecto fisicoqulmico no especifico de la primera, dadas las altas concentraciones 

de osmoprotector usadas en este experimento. 
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VIII. Discusión 

. VIII. 1. MECANISMO CINÉTICO DE LA INACTIVACIÓN 

La incubación de la enzima 'corí sus ligandos produce una lenta inactivación 
-· . . _. 

dependienie. de la concentración de 'éstos que alcanza una meseta después de 

transcurrido un tiempo. En el caso de la betalna aldehldo se pudo establecer que a 

saturación con. este ligando sólo se pierde aproximadamente el · 50% de la actividad. 

Como se discutió en Resultados, los datos de inactivación obtenidos cualitativamente son 

consistentes con el mecanismo cinético mostrado en el Esquema 2 (página 40). Sin 

embargo, existen Inconsistencias cuantitativas entre el modelo y los resultados obtenidos 

en las incubaciones de la enzima con betalna aldehldo. 

Por un lado, el mejor ajuste de la gráfica de koo. versus [L) se obtuvo a una 

hipérbola equilátera que pasa por el origen, lo que sugiere que el valor de la constante de 

velocidad de reactivación, k.,, es muy pequeño. En este mismo ajuste se estimó un valor 

de kmax de 0.064 (mln"1
), valor que de ser cierta la conclusión anterior deberla ser muy 

cercano al valor de k2, puesto que kmax es.la suma de k2 y k.,. Por lo tanto, la i<eq2 deberla 

ser muy superior a .1 y, por C:onsiguiente, la lnact~;r,., mayor a la encontrada en el ajuste 

de los datos de lnact ... versus la [L). Si se supone que el complejo E*L es totalmente 

inactivo, el valo( e'stima90 ·para la sÚglere uri valor de la Keq2 de 1, es decir que k, y k., 

serian igual~s. Au~qué el bajo ~alor estimado para lnact .. max pudiera deberse a que el 

complejo ~ .. Lf~~se ~arci~lm,emt~·acti\lo.,los valores de la K,¡ estimados en ambos ajustes, 
' . 

el de ko01 versus [L) y el de lnact,. versus [L), deberían ser muy diferentes y no iguales 

como lo encontrado: Ello es porque el primer gráfico nos da el valor real de Kd , mientras 

que el segundo da una constante de disociación aparente, K'd que es el cociente entre la 

real Y (Keq2 + 1 ). Aun en el caso de que K..,, valiese 1, K' d deberla ser la mitad de la Kd. De 

hecho, probablemente por ser la K'd mucho menor a la K,¡ no se observó reversibilidad de 

r----- ·--,... ·--------· ..... ···-.· -·\ 
1 ··.,''<('(')' 

.. - .. í 
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la inhibición por dilución de la mezcla de incubación y sólo se observa reactivación 

cuando el ligando se elimina totalmente del medio en el que se encuentra la enzima. 

Por estas razones creemos que será necesario hacer los experimentos con mayor 

precisión, ampliando el número de concentraciones de ligando y de los tiempos usados en 

las incubaciones, para poder estimar los parámetros cinéticos con mayor confiabilidad. 

VIII. 2. BASES MOLECULARES DE LA INACTIVACIÓN POR LIGANDOS 

Por el momento, es poco lo que se puede decir sobre las bases moleculares del 

mecanismo de la inactivación de la enzima inducida por su incubación con llgandos, con 

excepción de la inducida por la glicina betalna, que se debe a la asociación de los 

dímeros activos en tetrámeros inactivos. Sabemos que la inducida por betaína aldehído 

no Involucra la oxidación de la cistelna esencial y no conlleva cambios en el estado de 

agregación de la enzima. La inactivación parcial de la BADH de hoja de. amaranto 

provocada por la incubación con cualquiera de sus ligandos pudiera ser el reflejo de un 

cambio conformacional reversible. 

Son numerosas las enzimas que experimentan cambios conformacionales al unir a 

sus sustratos, cambios que generalmente forman parte del mecanismo catalltico y que se 

conocen como "ajustes inducidos" por los sustratos (Koshland et al., 1958). SI estos 

cambios se limitan al sitio activo que ha unido el sustrato, el único Indicio que por estudios 

de velocidad inicial puede tenerse de ellos es el observar un mecanismo cinético 

estrictamente ordenado en una reacción multisustrato, en la que se supone que la unión 

del primer sustrato produce re-arreglos del sitio activo que permiten la unión del segundo 

o sucesivos sustratos (Cleland, 1963; Segel, 1993). En las protelnas oligoméricas, si los 

cambios producidos en un sitio activo se transmiten a otros sitios activos vaclos afectando 

su capacidad de unir a los sustratos, se produce el fenómeno de cooperatividad entre los 

sitios, ya sea ésta positiva o negativa (Manad et al .. 1965; Koshland, 1958). Los cambios 
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conformacionales Inducidos por ligandos que se obse_rvaron con la_BADH de.hoja_de 

amaranto son diferentes a los casos mencionadosipuesio que: 1)ocurre~soíamente bajo 
" ·: -:._.-·.- ; -

condiciones no catallticas y 2) producen una inaclivación lenta. que sólo. se revierte 

cuando se elimina totalmente el ligando. Por ello, se asemeja al_ fenómeno 'de inhibición 

por "unión lenta" (slow binding) del lnhibidor, en el que la unión lnlclal, rápida, del inhibldor 
".-.. :---·. ".;·,-·.' 

induce una cambio conformacional lento que lleva a una unión m_á_s fuerte entre la enzima 

y el inhibidor. 

En el caso de la betalna aldehldo, el complejo Enzima*-BA podrla ser resultado de 

de la formación del liohemiacetal con el tiol de la cistelna esencial, igual que ocurre 

durante el ciclo catalltico. Aunque la unión del aldehldo con la enzima sea rápida, la 

reacción con el tiolato de la cistelna catalltica puede ser lenta cuando sólo está unido este 

sustrato a la enzima. Al no estar el NAD• presente durante la formación de este complejo 

covalente Enzima-BA el nucleótido ya no podrla entrar al sitio activo para dar el complejo 

ternario productivo, o si lo hace, lo harla en forma tal que no se pueda producir la 

transferencia del hidruro y la oxidación portante de la betalna aldehido. Se espera que la 

elucidación de la estructura tridimensional de la enzima permita probar esta hipótesis. 

De ser éste el f!!ecanlsmo molecular de la inactivaclón, ya a saturación por el 

ligando se alcanza un máximo de inhibición de aproximadamente 50% de la actividad 

inicial, pareciera que de los dos sitios activos que consta la molécula de BADH sólo uno 

de ellos participa en la formación del tiohemiacetal que conduce a la inhibición, lo que se 

conoce como una "reactividad de la mitad de los sitios". 

Se han descrito varios ejemplos de este tipo de cooperatividad negativa extrema 

en otras aldehldo deshidrogenasas, pero en estos casos la reactividad ha sido 

determinada frente a un reactivo especifico de grupo que produce modificación qulmica 

de algún residuo de aminoácido del sitio active¡. Además, la modificación de un solo sitio 

activo en el caso de enzima diméricas o de dos sitios activos, en el caso de las 

73 



VIII. Discusión 

tetraméricas, conduce a . la pérdida total de la actividad_ enzimática. Sin embargo, en 

nuestro caso parece que el otro sitio activo, si bien no es capaz de interactuar con el 

inhibidor {sustrato en este caso), si mantiene su eapacldad catalltica integra. Para poder 

hacer esta afirmación con absoluta certeza s~ deben hacer estudios cinéticos de estado 

estacionario, que escapan al alcance de esta tesis, de manera que se determinen los 

parámetros cinéticos de la enzima inactivada por incubación con el ligando. 

De probarse esta hipótesis, parecerla que sólo se ocupa un sitio activo a la vez, es 

decir, que existe alternancia de los sitios en la catálisis, lo que podria ser la base de la 

reactlvidad de la mitad de los sitios. Por ello, el hallazgo de esta inactivación parcial por 

betaina aidehido puede ser de importancia para entender el mecanismo de reacción de 

las BADHs de plantas, de las cuales la enzima de amaranto es un ejemplo. A diferencia 

de la cooperatividad positiva, al fenómeno de reactividad de la mitad de los sitios, y en 

forma más general de cooperatividad negativa, no se le ha dado hasta el momento un 

significado fisiológico claro. En el caso de la BADH de hoja de amaranto si podria tenerte, 

como se discute más adelante. 

Claramente, este posible mecanismo de modificación covalente por el ligando no 

aplica a la inactivación inducida por los nucleótidos, que pudieran tener mecanismos de 

inactivación diferentes al de betalna aldehido, como lo tiene la glicina betaina. Se requiere 

más trabajo experimental para aclarar este importante aspecto. 

VIII. 3. IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS DE LA INACTIVACIÓN DE LA BADH POR 

SUS LIGANDOS 

La inactivación de la BADH de hoja de amaranto por incubación con sus ligandos 

sólo se da cuando hay un solo ligando presente o cuando se forma un complejo ternario 

no productivo con dos ligandos (Enzima-:BA-NADH). No ocurre bajo condiciones 

catallticas, lo que posiblemente se deba a que los sitios activos están ocupados 

,"'.: \.··." ·¡ 

• 1 -, ~\ ( \ 

. "·' ·~ ! 
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constantemente por los dos sustratos y la:ocupaci_ón pC>r un_solo sustrato no se mantiene 

un tiempo suficientemente largo para dar lugar a la inactlvación. Otra posible razón, no 

incompatible con la anterior, es que la unión de beta.lna aldehldo a la enzima libre no sea 

igual que su unión al complejo E-NAO+ y que sólo en el primer caso se Induce el cambio 

conformaclonal que lleva a la unión fuerte del aldehldo, cualquiera que sea el mecanismo 

por el que ésta ocurre, y a la lnactivaclón parcial de la enzima. Hay que recordar que el 

mecanismo cinético de la enzima es ordenado y que el NAO+ es el sustrato que se une en 

primer lugar (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). 

El posible significado fisiológico de la inactivación parcial de la enzima Inducida por 

betalna aldehldo sola o en presencia de NADH, cualquiera que seél el mecanismo 

molecular que la produce, serla el de evitar que un exceso del.aldehldo con respecto al 

NAO+ conduzca al agotamiento del nucleótido oxidado en el cloropla~fo. En este organelo 

la poza del par NAD'/NADH no está en equilibrio con la ~el ~AD~'/N~DPH, por lo que los 

niveles de NAO' no se pueden regular mediante' las> reacciones fotosintéticas de 

asimilación del carbono. Hay que tomar en cuenta; además,- que la reacción catálizada 

por la BADH es irreversible (Valenzuela~Soto y Muñoz-Clares, 1994) y que el producto 

ácido de la reacción, la glicina• betalna, no inhibe significativamente, aún a altas 

concentraciones (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). El otro producto, el NADH, si 

es un inhibidor y, lo que es más interesante, a diferencia de la mayorla de las 

deshldrogenasas conocidas, produce una inhibición mixta con respecto al NAo•. Esto 

significa que es un lnhlbidor más efectivo que si produjese inhibición competitiva (Cornish-

Bowden, 1995). 

Se ha hecho la analogla de una reacción irreversible a la de un coche sin frenos 

moviéndose cuesta abajo. Dejar a la reacción que proceda sin control serla catastrófico 

para la célula, porque podrla llevar a un peligroso desbalance del par NAD'/NADH. 

Nuestra hipótesis, basada en los estudios que se presentan en esta tesis y en los estudios 

.---· 
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cinéticos previos de nuestro laboratorio (Vojtechová el al., 1997b; Muñoz-Clares y Mújica

Jiménez 2001 ), es que la betalna aldehído y el NADH actúan separada y conjuntamente 

aportando los frenos que la reacción necesita. No sólo la unión de cualquiera de ellos, 

especlficamente betalna aldehido, a un sitio activo vacío provoca una inactivación parcial, 

lo que es una respuesta relativamente lenta, sino que ambos producen inhibición que se 

potencia, dado que la inhibición por el sustrato betalna aldehído ocurre principalmente por 

unión al complejo E-NADH. Esta inhibición ocurre a concentraciones de betalna aldehldo 

saturantes para la reacción, similares a las que producen la inactivación máxima .. De 

hecho, una concentración de betalna aldehldo semejante a la Kd aparente encontrada en 

este trabajo para el efecto de betalna aldehído (.0401 mM), produce aproximadamente el 

50% de la Inhibición observada bajo las mismas condiciones de pH y temperatura 

(Vojtechová el al., 1997b). De esta forma, un exceso de betalna aldehldo tiene un doble 

efecto: inmediato, Inhibiendo aun bajo condiciones catalltlcas, y a más largo plazo, 

inactivando bajo condiciones no cata.Htic~s. Ambos efectos son parciales, por lo ~u~ en 

ningún caso se llega a abolir la aC!ivldad de la enzima, y reversibles, pero la reactivación 

requiere. una disminución en la concentración del aldehldo hasta nlv.eles más bajos que 

los requeridos para producir la lnactlvacíón. 

Igualmente, la inactivación por glicina betalna causada por agregación es posible 

que ocurra In vivo. En nuestros experimentos se usó una concentración de enzima muy 

por debajo de las que están presentes en et estroma de los cloroplastos, donde se estima 

que la concentración total de protelna es del 40% (p:p) (Ellis, 1979). Por tanto, es posible 

que a las altas concentraciones de glicina betalna que se llegan a alcanzar después de un 

periodo de estrés osmótico, sumado al bajo potencial de agua que caracteriza al medio 

Intracelular de una célula sometida a estrés, favorezcan las interacciones protelna

protelna y la proporción de BADH en forma tetramérica inactiva sea alta. 
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Los efectos negativos de los ligandos sobre la actividad de la BADH, que es de 

esperar se produzcan en forma significativa después de un periodo de estrés osmótico, 

podrían ser las causantes del fenómeno observado de que la acumulación de glicina 

betalna sólo tiene lugar en las primeras horas de estrés (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares 

1994). Después de este tiempo, se empieza a acumular prolina, que si es metabolizabie y 

por tanto puede ser usada por la planta una vez que se superan las condiciones adversas. 

Cada vez es más claro que la slntesis del osmoprotector glicina betalna requiere 

de un control estricto para evitar no sólo la slntesis incontrolada de este compuesto, que 

al no metabolizarse posteriormente puede significar un desperdicio de carbono y 

nitrógeno, sino también situaciones potencialmente catastróficas, como serla el 

agotamiento del NAD• intracloroplástico. Para tener una visión completa de la regulación 

de la vla cloroplástica de slntesis de glicina betalna, una vla corta que involucra sólo a 

dos reacciones, será necesario no sólo completar los estudios de regulación de la BADH, 

sino comenzar a estudiar también la regulación de la enzima que la precede, la CMO. 

Asimismo, se requiere determinar los niveles lntracloroplásticos de betalna aldehldo, 

NAD• y NADH y los cambios que estos niveles experimentan a medida que el estrés 

transcurre. 
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IX. Resumen de resultados y conclusión general 

RESUMEN DÉ RESULTADOS 

La incubación de la enzima betalna aldehldo deshidrogenasa de hoja de amaranto 

con ligandos (betaína aldehldo, glicina betalna NAO'. NADH, AMP, ADP y ATP) 

produce una inactivación parcial de la enzima que sigue una cinética de 

pseudoprimer orden. 

La constante de velocidad y el grado de inactivación depende hiperbólicamente de 

la concentración de ligando, indicando la formación de un complejo E-Ligando 

intermediario. 

La preincubación de la enzima con los ligandos betalna aldehldo y NADH no es 

aditiva. Cuando ambos ligandos están presentes producen la misma inactivación 

máxima que cuando sólo lo está la betalna aldehldo. 

La lnactlvación se revierte cuando se retiran los ligandos por diálisis o por filtración 

en gel del medio de preincubación; sin embargo, no se pudo revertir cuando el 

ligando se diluye en el medio de ensayo. 

La inactivación por betalna aldehldo es independiente de la presencia de oxigeno; 

no se debe a la formación de peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo durante 

la preincubación. 

La inactivación por betalna aldehldo no se debe a cambios en el estado de 

agregación de la enzima, pero si la producida por glicina betalna 

La incubación de la enzima con betalna aldehldo produce cambios mlnimos en el 

espectro de fluorescencia, que parecen indicar posibles cambios conformaclonales 

propios del sitio activo. 
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IX. Resumen de resultados y conclusión general 

CONCLUSIÓN GENERAL 

En el caso de la BADH de hoja de amaranto se encontró que en condiciones no 

catallticas existe una regulación por sus ligandos. Esta regulación conlleva a una pérdida 

parcial y reversible de la actividad catalltica. Esta regulaciór), unida a la que ejercen los 

ligandos en condiciones catallticas, podria ser de gran importancia para evitar que la 

célula sufra un desbalance metabólico. 
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XI. Perspectivas 

1. Es de gran importancia que se caracterice cinéticamente a la enzima parcialmente 

activa que se produce tras la incubación con sus ligandos. Para que de esta forma 

se pueda llegar a dilucidar el mecanismo de regulación de esta enzima. 

2. Asi mismo sugerimos que se indague más acerca del papel que tienen las 

cisteinas en el proceso de regulación-inactivación de la enzima por sus ligandos. 

Tomando en cuenta la cantidad de cisteinas tan exuberante que tiene esta enzima, 

raro de proteínas intracelulares. 

3. Seguir los cambios conformaclonales de la enzima inducidos por sus llgandos 

mediante otro tipo de experimentos como la calorimetrla. 
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