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|. Resumen

La betaina aldehido (BA) deshidrogenasa (BADH, BA: NAD' oxidorreductasa, EC 1.2.1.8)
cataliza la oxidacion irreversible de la BA a glicina betaina (GB). Esta reaccion se lleva a
cabo en una gran variedad de organismos desde bacterias a mamiferos. La GB es un
excelente osmoprotector que se acumula en el amaranto, una planta muy resistente a
estrés osmotico. Poco se sabe sobre los mecanismos de regulacién a mediano o corto
plazo de la BADH en general y de la enzima de la planta en particular, aunque se conoce
que la enzima es inducida por estrés osmoético. En el presente trabajo se caracteriza
funcional y estructuralmente la posible regulacién de la enzima BADH de hoja de
amaranto ejercida por sus ligandos: sustratos, productos y nucledtidos inhibidores. Se
enconiré que la preincubacion con diferentes ligandos bajo condiciones no cataliticas
produce una inactivacion parcial y que esta inactivacion sigue una cinética de
seudoprimer orden y es dependiente de la concentracion del ligando. La inactivacion es
reversible solo si se elimina totalmente el ligando del medio de incubacién. Los efectos
maximos producidos por incubacién con BA y NADH no son aditivos, lo que sugiere un
mecanismo de accién comuin a ambos ligandos. La inactivacién por BA no se debe a la
oxidacién de uno o mas residuos de cisteina, ni por un cambio en el estado de agregacién
de la enzima. En cambio, la inactivacién por GB se debe a la formacion de tetrameros
inactivos. Es probable que los efectos de BA se deban a cambios conformacionales de la
enzima inducidos por la unién de este ligando. Sin embargo, aunque se observaron
cambios en los espectros de fluorescencia intrinseca y extrinseca medidos por la
fluorescencia del triptofano y del acido 1-anilinonaftaleno 8-sulfénico, respectivamente,
éstos no correlacionan exactamente con los observados en la actividad enzimatica.
Queda por explorar la posibilidad de que BA esté formando un tiohemiacetal con el
residuo de cisteina esencial de 1a BADH, formando un complejo covalente enzima-
sustrato no productivo. La inactivacion de la BADH de hoja de amaranto causada por sus
ligandos, particularmente por BA, NADH y GB, bajo condiciones no cataliticas puede ser
de gran relevancia fisiologica si tiene lugar in vivo, ya que evitaria la sintesis incontrolada
de GB, un compuesto que la planta no es capaz de metabolizar, y que llevaria al
agotamiento del NAD® intracloroplastico.
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|l. Antecedentes

I, 1. EL AMARANTO

En las épocas precolombinas el ‘grano de amaranto era uno de los alimentos
béasicos, casitan importante como el maiz y el frijol. Miles de hectareas 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 espanté a los conquistadores esparioles quienes prohibieron su cuitivo, asi
con el §olapéo &e las culturas indias después de la conquista, el amaranto cayé en el
olvido."En América sobrevivié sélo en pequefias dreas de cultivo esparcidas en zonas
monta’ﬁyosa‘sA devaéxico y los Andes. El maiz y el frijol (nativos de nuestro continente) se
coﬁvirtléfon ‘en‘dos de fos cultivos principales que alimentan al mundo, mientras que el
amaranto pasb a la oscuridad (De la Cruz, 1991).

Sln embargo. con un contenido de proteina cercano al. 16%, Ia semu"a de .

amaranto se compara muy favorablemente con las de las variedades convencionales de

trigo (12-14%), arroz ( %), ‘maiz (9-10%) y otros cereales de consu 1 comun y,

ademas, es’ muy alto su contenido en lisina, un aminoacido, esenciat (Tenono 1995) El :

amaranto es por lo tanto un complemento nutricional - 6phmo para Ios cereales

convencnonales Este hecho convierte a las protelnas de’ amaranto en objetos muy
atractivos desde el punto de vista nutricional y una fuente potenmal para la a‘llme,ntacién

humana (De la Cruz, 1991).

{l. 1. 1. Propiedades del amaranto

El amaranto crece vigorosamente, resiste sequias, calor, plagas y se adapta
facilmente a nuevos suelos y climas. Una de las caracteristicas que mas llama la atencion
es la rapida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas (20 minutos
aproximadamente) después de que la planta estuvo sometida a sequia (Flores-Zenil,

1994).
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EI amaranto es una planta eﬂcnente en su proceso fotosuntétlco ya que es una

planta con fotosintesis C4, mecanismo de fuaclén de carbono que supera ew erclencta al -

de las plantas CAM y C3. Las plantas:con fotosintesis C4 crecen ‘en” general méS'

rapidamente y responden mejor a condlcnones amblentales advers s c altas"

temperaturas. Esto se debe a que hacen un uso més eflclente del agua cons mida parat*

presentan una relacién de conversién carbono atmosfénco a carbohldrat_os po_r unldad de
pérdida de agua mas eficiente qube las pléntas C3. Cuando la planta se vé s‘o‘metida a
estrés osmético, los estomas se cierran, ya que al disminuir su apertura de se reduce la
pérdida de agua por transpiraciéﬁ. L.as plantas C4 aun cuando mantengan sus estomas
parcialmente cerrados, son capaces de mantener velocidades de fijacién de CO;
relativamente altas.

La alta capacidad del amaranto para tolerar la pérdida de agua causada por
sequia o por altas concentraciones de sales en el suelo, se debe ademas a que esta
planta realiza un ajuste osmaotico intercelular principalmente por la sintesis de solutos
compatibles, particularmente glicina betaina (Gamboa et al.,, 1991, Valenzuela-Soto y
Mufioz-Clares, 1994). Esto le permite recuperar la turgencia de sus hojas rapidamente

una vez que cesa el estrés osmotico.

il 2. ESTRES OSMOTICO

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

problemas mas serios para la agricultura. Mas del 50% del territorio nacional es de clima

_J,..
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semiarido. El Insmuto Naclonal de Estadlstlca Geografla e Informélica (INEGI) reporta en

las cartas de uso del suelo y; vegetaclén u mplta dtstnbuclén de la agricultura de

temporal; 69.76% del territorio agrlcola del pais es destlnado a la agricultura de temporal y

sélo 30.24% a la agricultura de iego. ( 8) No sblo |a sequia constituye -un l

problema para la agricuitura, exlsten otros com el uso desmedldo de fertilizantes, los

cuales a la larga producen que la comp o'l s suelos se altere, mcrementando la:

salinidad de éstos. La sequiay Ia elevada sallnldad en suelos provocan en las plantas un;

estrés osmético, que lleva ala pé

la planta si no es contrarrestado (Hare et al., 19935; 3

Las diferentes respuestas de las plantas:'frenie ‘alllestfés';)sméticd'incIVuyeﬁ' la
reduccion de la fotosintesis como un efecto primarioc de un periodo de sequia. La
disminucién de la capacidad de las plantas para absorber CO; es atribuida al incremento
en la resistencia foliar para el ingreso del carbono debido al clerre de los estomas. En
experimentos en campo se observd que la disminucion de la fotosintesis y el incremento
de la resistencia estomatica eran debidos a la disminucién del potenciai de agua de las
hojas (Boyer, 1982).

Una de las respuestas mas importantes de las células de las plantas para
protegerse del estrés osmético es la acumulacién de una gran variedad de solutos,
conocidos como solutos compatibles u osmoprotectores. Estos compuestos tienen la
funcidh de mantener la turgencia de las células que se encuentran bajo estrés osmético,
ya que §e acumutan en la célula incrementando asi la concentracion intracelular de
solutos' y ‘en consecuencia el contenido de agua, sin interferir con los procesos
metabélicos (Bohnert et al., 1995). Los solutos compatibles son definidos como pequeiias
moléculas organicas neutras que son muy solubles en agua y que tienden a estabilizar la
estructura de las proteinas (Yancey et al.,, 1982). Compuestos representativos de los

solutos compatibles incluyen ciertos polioles como el glicerol, azucares como la sacarosa,
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aminodcidos como la prolina, sales cuatemanas de amon como Ia gllcma betaina y

compuestos . relacionados. La gran sensnbulldad ‘e las plantas a sutuaclones de - déficit

hidrico moderado se debe a su poca cap vde recuper' ‘clén Iuego de finalizado el

periodo de estrés (Bohnerty Jensen 1996) Las plantas resxstentes son aquellas capaces

de recuperarse rapidamente debido a que po general acumulan altas concentraciones
de osmoprotectores durante el berfddd dg seﬁuiaﬁ EI amaranto, como ya se menciond, es
una de estas plantas resistentes. . »

Actualmente la rhanlpulacién de los genes implicados en la produccion, la
acumulacion y el metabolismo de los osmoprotectores esta recibiendo la atenciéon de
varios grupos de investigaciéon (Hare ef 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 especnes cultivadas que son susceptibles al estrés osmotico,
tanto por técnicas tradlclonales como por ingenieria genética. Sin embargo, se requiere

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

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

11 3. GLICINA BETAINA
La glicina betaina (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto anfotérico,
eléctricamente neutro a pH fisiolégico, que es extremadamente soluble en agua a pesar

de poseer tres grupos metilo (Fig. 1).

CH; |I'l <"3
CH3 N C—C—0O
CH3

Figura 1. Estructura de la glicina betaina.
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Las caracteristicés moleculares de la glicina betaina permiten. su lntéraccién co'n’
dominios hldroflhcos e hldroféblcos de macromoléculas, tales como protelnas y complejos
proteinicos Estudlos in vitro han revelado que la glicina betaina estabullza Ias estructurasz '
de los complejos proteicos y las actividades enzimaticas; asimlsmo mantlene la integndad
de las membranas contra los daflos producidos por exceso de sales. frio calor.y

congelamiento (Nuccio et al., 1998; Kishitani, et al., 1994).

1. 3. 1. Mecanismo de accién de la glicina betaina

Aunque no se sabe con certeza su mecanismo de accion, existen dos hipotesis
completamente opuestas para explicar como actua la glicina betaina. La pn'rhéra de ellas

propone que la glicina betaina-es excluida de la superficie de las proteinas, permltlendo

que la cubierta de hidratacion de éstas se mantenga. Esta “hldratacién p‘ ferenclal

hidrofébicas expuestas de la proteina y como resultado permmria que estos resnduos

hidrofébicos de 1a proteina se mantengan en solucién, evitando que Ia deshidratac!én
produzca desnaturalizacién por agregacion (Schobert, 1977). En la actualldad la pnmera

de estas hipdtesis es la mas aceptada.

1. 3. 2. Biosintesis de Ia glicina betaina

La glicina betaina se sintetiza por dos vias a partir de dos sustratos diferentes:

colina y glicina (Fig. 2) (Sakamoto y Murata, 2002). La conversion de colina a glicina
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betalna (Flg 2a) ocurre naturalmente,en varias plantas. ammales y mlcroorganlsmos, y

comprende uno 0 do do: del organlsmo y del ‘modo de

omdacnén de Ia colma En esta vla, Ia gllcma etalna se ‘forma como resultado de dos

pasos de oxldaclén de collna con un mtermedlano téxico la betalna aldehido En plantas
superlores. Ia reaccuén (1) de la Flgura 2 es catalizada por la colma monoomgenasa
(CMO) y la reaccién (2) por la betaina aldehido deshldrogenasa (BADH). Ambas enzlmas
estan localizadas en el estroma de los cloroplastos (Rhodes y Hanson, 1993). En
mamiferos y en algunas bacterias como E. coli, la conversién de la colina a glicina betaina
es catalizada por la colina deshidrogenasa (CDH) en lugar de CMO (Lamark et al, 1991).
La biosintesis de la glicina betaina se induce por estrés, de manera que las plantas
alcanzan concentraciones de este osmolito que van de 40 a 400 pmol por gramo de peso
seco (Rhodes y Hanson, 1993).

La vlavde Ié glicina a glicina betalna (Fig. 2b) ha sido descubierta recientemente y,
a la-fecha, se-ha.encontrado en sélo dos microorganismos haldfilos extremos:
Ectolhiomodosp[la halochloris y Aclinopolyspora halophilia (Nyyssdl4 et al., 2000). En
astos miéfoorgahlsmos la glicina betaina es generada como resultado de tres sucesivas
N-metilaciones de.la glicina. Las enzimas glicina sarcosina metiltransferasa (GSMT) y
sarcosina dimetilglicina metiltransferasa (SDMT) tienen funciones superpuestas,
catalizandgo las primeras dos [indicadas como (1) y (2)] y las dos ultimas [indicadas por

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




1l. Antecedentes

(a)
Me ) Me (2) Me . .
MQ>N+NOH — h'lc—)N*/,YOH > Me _>N+/\n/o
Me Me © OH Mo o

Colina ~ Betaina aldehido Glicina betaina

(forma hidratada)
(b) ~
om to o (2) Me o (3} Me o

NN - \N/\r — \N/Y —> MB7N/\°(

o ,L Me

Glicina Sarcosina N,N-Dimetil Glicina betaina

(N-metil glicina) glicina

Figura 2. Las dos vias conocidas para Ja biosintesis de glicina betaina. (a) La sintesis de
glicina betaina a partir de colina. (b) La sintesis de glicina betaina a partir de glicina. Tomado de
Sakamoto y Murata (2002).

il 4. BETAINA ALDEHiDO DESHIDROGENASA

La enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH, betaina aldehido: NAD
oxidorreductasa, EC 1.2.1.8) pertenece a la familia de las aldehido deshidrogenasas
(ALDH) que catalizan la oxidacién‘ de una gran variedad de aldehidos, en este caso la

betaina aldehido, con la concomitante reduccién del NAD* o NADP*:

H NAD(P)”  NAD(PH - oy H
CHs ~N ' //0 N 44 : * | - +
CHy—N*—c—¢C + H,0 » CH3—N—¢c—Cc—0 +2H
CH3 - 'l_‘ ~ H CHy - H
BETAINA ALDEHIDO GLICINA BETAINA

Figura 3. Reaccidn catalizada por 1a BADH.
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Se han reportado ‘tres dlferehtes; hé»darjié’r'nosjcirj’é_ticos. para'las'BADHs de Io; g
diferentes organismos: Ping Pong p:éré las éazim*és de E.':(‘:o'li (Falkenberg et al., 1990) y
del hongo Cylindmcarﬁon didymum (Mori et al., 1980), Bi Bi al azar en estado estacionario
para la BADH de Peudomonas aeruginosa (Velasco-Garcia et al., 2000), e Iso Bi Bi
ordenado en estado estacionario para la enzima de hojas de amaranto (Valenzuela-Sotoy
Mufioz-Clares, 1993) y de rifién de cerdo (Guzman-Partida y Valenzuela-Soto 1998).

La BADH se encuentra ampliamente distribuida en los organismos, en los que
juega,rdiversos’ papeles y funciones, ademas del ya mencionado en la sintesis del
osméprotector glicina betaina, Asi, cuando bacterias como Sinorhizobium meliloti (Pocard
el al., 1997), Xanthomonas translucens (Mori et al., 1992) y P. aeruginosa (Nagasawa et
al., 1976) se culhvan en colina o sus precursores como Unica fuente de carbono, nitrégeno
y energla Ia BADH parﬂc:pa en el catabolismo de la colina y posee un papel anfibélico,

generando NADH y NADPH (VeIasco-GarcIa et al., 2000). En mamiferos la glicina betaina

prodpc:daﬁ:_' q la BADH sirve como precursor para la obtencion de la metionina (Du

Vigne'a’ud elkal., 1946) ademés de ser un osmoprotector (Petronini et al., 1992; Biggers et
al., 1§93)'Aéiﬁ1i§fﬁb ’bl‘a BADH esta involucrada en el metabolismo de las poliaminas
(Ambrozuak y Pletruszko, 1991). En las plantas superiores, la BADH participa en ia
sintesis de Ia gllcina betafna cuando las plantas se encuentran sometidas a estrés
osmbtico, como ya se ha mencionado (Rhodes y Hanson, 1993). De igual forma, se ha
visto que en ciértas plantas y concretamente en el amaranto, la BADH participa en la
sintesis de otros osmoprotectores, como el dimetilsulfoniopropionato (Vojtechova et al.,
1997a; Hanson et al., 1994). Hasta la fecha, se desconocen otras funciones de la BADH

de amaranto, aparte de su papel en la respuesta a esti'és osmético.
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1.5, BETAINA ALDEHIDO DESHIDROGENASA DE AMARANTO
A.c;oh't'i'n‘u'al:(::o ‘sé:déscfv'bén las caracteristicas estructurales y funcionales de la

BADH de hoja de amaranto.

1.5:1. Secuenclé de aminodcidos y estructura tridimensional

En amaranto se han identificado dos genes que codifican para esta enzima:
ahybadh4 y ahybadh17 (Legaria et al., 1998). El primero de ellos se obtuvo a partir de un
banco genémico y el segundo por un RT-PCR del RNA total de hojas sometidas a estrés
osmotico. El gen ahybadh4 consla de 9 kilobases con 15 exones y un marco de lectura
abierto que codifica para una proteina de 501 aminoacidos de una masa molecular
predicha de 54,503 Da. El gen ahybadh17 codifica para una isoforma de la BADH de 500
aminodcidos, la cual contiene s6lo 10 aminodacidos diferentes a la proteina que codifica el

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

AHYBADHA 1 MATRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEI IGDIPAATAEDVELAVAAARRALKR
AHYBADH17 1 MAIRVPSROLFINGEWREPIKKNRIPIINPSTERD I GVIPAATAEDVELAVAAARRALKR
R R R I O T O N e S R L T R
AHYBADH4 61 NKGEDWASASGAHRAKT LRATAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAGCFEY
AHYBADH17? 61 NKGEDWASASGAHRAK'YLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMUCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEY
R R R A D I R
AHYBADH4 121 YADQAERALDAKQKAPTALPMDTFKCHVLEOPIGVY L ISPWHY PLLMATWRVAPALAAGC
AHYBADH17 121 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLROPIGYVG L ISPWNY PLEMATWRVAPALAAGC
R R R R N e R T
AHYBADH4 181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGG PLACHPDVDKVAFTGST
AHYBADH17 181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTG L PEAGGPLACHPDVDKYAFTGST
Rt Rt et btttk a sttt st ettt b aor bbb
AHYBADHA4 241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSATSRL
AHYBADH17 241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPTIVIFEDVDLDEAAEWTAFGCEWTHGQICSATSRL
B I N N R R L L T Y
AHYBADHA 301
AHYBADH17 301
ANYBADH4 361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMOIWREEVFGPVLE SEDEATELANDTQYG
AHYBADHL17 361 CGGSRPEHLKKGYYVEPT T ISDVSTSMOTWRERVFGPVIC DEATELANDTOYG

R N R R R R I N I R R TR X
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AHYBADHA 421 LGAAVLSKDLDRCEF ITRALEVGAVWVNCSQPCFTOAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL

AHYBADH17 421 LGAAVLSKLLDRCERITKALOAGIVWVNCSQPC FCOAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL
PR R R R I T R R Y R Y

AHYBADHA 481 NIKQVTRDTSTHEPWGHTRSE

AHYBADHLY 431 NIRQVTEYIE DEPWOWYRSP

R e seseatreas

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de la BADH de amaranto codificada por los genes
ahybadhd y ahybadh17 (Legaria et al., 1998). La cisteina esencial (294) se muestra con negritas,
Los asteriscos sefialan los aminodcidos idénticos en ambas proteinas.

El alineamiento de la secuencia de esta enzima con otras BADHs muestra una alta
similitud, particularmente con aquellas que pertenecen a la familia de las Chenopodiaceae
(78% con Atriplex prostrata, A. centralasiatica, Beta vulgarns, Suaeda liaotungensis y
Spinacia oleracea), mientras que la menor identidad se dé con la de bacteria
Streptomyces coelicolor (42%). k ’

La forma nativa de la enzima es un homodlméro “con’. dos _ sitios activos

(Valenzuela-Soto y Muroz-Clares, 1994). Rementemente 'en nuestro Iaboratono se

construyé un modelo tridimensional con base en la secuencna de ammoacndos que se -

dedujo a partir del gen ahybadh17 (Gonzalez-Segura y Muﬁoz-C ' res datos sin publlcar)
y las coordenadas cristalograficas de la anica BADH cnstalizada hasta Ia fecha, la de
higado de bacalao (Johansson et al., 1998). Al igual que la estructura tridimensional de
otras aldehido deshidrogenasas, cada monomero de la BADH de amafanto tiene tres
dominios distintos: un dominio de union al nucledtido (NAD") que tiene una eslmctdra alp
con un plegamiento de tipo Rossman, un dominio catalitico o de unién al stistrété
aldehido, el cual tiene un plegamiento similar al de la parte central del dominio de unioén a

la coenzima, y un dominio de asociacion (necesario para la dimerizacion) (Fig. 5).
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dominio de unién a

dominio (
la coenzima

catalitico

dominio de
oligomerizacion,

Figura 5. Modelo tridimensional de la BADH de amaranto.

Cada mondmero cuenta con 16 residuos de cisteina, stendo el residuo Cys294 el
catalitico. conservado en todas las ALDHs. Como en otras ALDHs, en la BADH el residuo
de cisteina esencial para la catalisis se encuentra localizado en el fondo de un tinel que
va desde la superficie de la molécula hacia este residuo (Steinmetz et al., 1997, Liu et al.,
1997; Johansson e! al., 1998; Ahvazi el al., 2000). Cabe destacar que en el modelo
tridimensional de la BADH se observa un residuo de cisteina (Cys 453) proximo a la
cisteina esencial. a tan sélo 7 A de distancia, y ambos residuos son accesibles al medio.
Este residuo de cisteina no esencial esta conservado en todas las BADHs de plantas.
Ademas. los residuos GIu260 y Asn162 (numeracion de A. hypochondriacus) estan

conservados en todas las ALDHs y se sabe que participan en la reaccion catalizada.
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1. 5. 2. Mecanismo cinético

Estudios cinéticos detallados de la BADH de hojas de amaranto han permitido
establecer el mecanismo cinético de la enzima (Valenzuela-Soto y Munoz-Clares, 1993;
VVojtechova et al., 1997a, 1997b; Mufoz-Clares y Mujica-Jiménez, 2001). La BADH de
amaranto sigue una cinética michaeliana, tanto para el sustrato como para la coenzima, y
exhibe un mecanismo cinético ordenado con la union de! NAD'" en primer lugar, siendo el
NADH el titimo producto en disociarse. EI NAD' y el NADH se unen a diferentes formas
de la enzima libre, o que es propio de un mecanismo Iso (Valenzuela-Soto y Muioz-

Clares, 1993) (Fig. 6).

NAD* BA GB NADH -
k.|l k.‘ kozl k.z k.]Tk.a kMT k.4
i : j : ] Kis
+ + B . . (N
E E.NAD E.NAD'.BA E".NADH E'— E

E.NADH.GB ' ks

Figura 6. Mecanismo cinético de la BADH de amaranto: 1s0 Bi Bi ordenado en estado
estacionario. BA, betaina aldehido; GB, glicina belalna Tomado de’Valenzuela-Soto y Muiioz-
Clares, 1993.

El paso de la isomerizacion de la enzima libre se hakpropuesto con base en tres
observaciones: (1) la inhibicién mixta del NADH frente al NAD‘ (2) la adicién ordenada de
los sustratos a la enzima, como se dedujo en los estudnos de velocndad lnicial e inhlblclén

sin salida, siendo el NAD" el primer sustrato en combmarse con Ia enzlma y el NADH el

ultimo producto en disociarse y (3) la irreversibilidad de la reaccuo ) La Isomen ar

enzima libre debe ser, al menos parcialmente, Ilmltante de Ia veload d a re ccion lo
que es consistente con el hallazgo de que el paso limitante de la reaccion ocurre despues

de la transferencia del hidruro (Mufoz-Clares y Mujica-Jiménez, 2001). Este uno de los

TESIS CON
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pocos. mecanismos-Iso que-se conocen, lo que es de gran interés tedérico, aunque”se
desconoce si posee alguna implicacion fisiologica,

Se ha observado que la betaina aldehido produce inhibicion por sustrato a altas
concentraciones. Esta inhibicién es parcial y un estudio cinético detallado (Vojtechova et
al., 1997b) permitid conocer que se debe al establecimiento del mecanismo aiterno de
reaccion que se muestra en la Figura 7. Cuando la betaina aldehido se encuentra a altas
concenlraciones puede unirse al complejo binario E-NADH formando el complejo ternario
abortivo E'-NADH-BA. El NADH puede liberarse del complejo, dando asi origen a la ruta
alterna de reaccidn, mas lenta que la que tiene lugar a bajas concentraciones del
aldehido. Por tanto, la betaina aldehido es capaz de unirse a la enzima sin que se haya
unido el nucleétido, lo que se confirmé por estudios de la fluorescencia intrinseca de la

proteina (Murioz-Clares y Mujica-Jiménez, 2001).

ks ke
" E'.NADH ":__ BT E
k.s k.a
47 B
'y
ke, ke
E".NADH.BA

Figura 7. Mecanismo de la BADH de amaranto a altas concentraciones de betaina aldehido.
La ruta allerna que tiene lugar a allas concentraciones de betaina aldehido se muestra en lineas
punteadas. Tomado de Vojtechova et al., (1997b). :

El NAD' también produce inhibicion por sustrato, en este caso total, debido a la
formacion de los complejos abortivos E-NAD'; y E-NAD'-NADH (Mufioz-Clares 'y Mujica-

Jiménez, 2001), como se muestra en la Figura 8.
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NAD' - BA. : GB .. NADH

: . S . N
kﬂ k.1 qul k.z i . kﬂ Tk.g“’ ka k.4
v RO E
i GET U M . ’ : . k.s
E_ | . -ENAD’ . E.NAD'.BA E'NADH = | E'T=—E
S0 T ELNADH.GB ‘ S By ks
£.NAD",} T ¥ enaoH.NAD?

NAD' o NAD'

Figura 8. Complejos abortivos de los nucle6tidos con la BADH de hoja de amaranto. Tomado
de Mufoz-Clares'y Mujica-Jiménez (2001).

. La formacién de estos complejos sugiere que el nucleétido es capaz de unirse en
el sitio de la betaina aldehido, debido a que existe cierta similitud estructural entre el
dominio catalitico y el de unién a la coenzima. Esta es.una caracteristica comin de varias
deshidrogenasas (Kutzenko et al., 1998 y Johansson et al., 1998). Sin embargo, para que

ocurra esta uniéon se requieren altas concentramones de los nucledtidos.

1. 5. 3. Mecanismo quimico

Para la BADH de hoja de amaranto se ha propuesto un mecanismo quimico similar
al de las ALDHs. En estas enzimas, una vez que se ha formado el complejo ternario
productivo E-NAD"-aldehido, el tiol de la cisteina esencial realiza un ataque nucleofilico
sobre el carbonilo del sustrato aldehido, formando como intermediario covalente un
tichemiacetal (paso 1 en la Fig. 9), con la ayuda de una acido (Glu260) que cederia un
protén (Famrés et al, 1995; Weiner et al., 1995). Otros autores (Ahvazi et al., 2000;
Marchal et al., 2001) proponen que no hay transferencia del protén y que se forma el

oxianion del tiohemiacetal. En cualquier caso, la formacion del intermediario tetraédrico

16




Il. Antecedentes

|mphca un, camblo conformactonal del sustrato en el cual un carbono trigonal plano cambia

a tetraedrlco lo que causa un movimiento en el atomo de oxigeno que pasa a formar un

pueme de h drogeno con el residuo conservado de asparagina (Asn162). Este puente de
‘hldrogeno estabmza al oxianién, lo que facilita la transferencia del ion hidruro hacia la
'posucnon C4 de la coenzima (paso 2), con la consiguiente oxidacion del tiohemiacetal en el
~correspond|ente tioéster. Una vez que se ha formado el tioéster, un residuo aminoacidico
bésnco (Glu260) desprotona a una molécula de agua, que ataca al tidester formandose el
'pro'diJcto acido de la reaccién, la glicina betaina (paso 3) (Cobessi et al., 2000; Ahvazi et
al., 2000; Marchal et al., 2001). Posteriormente se produce la liberacién ordenada de los
productos (pasos 4 y 5) y, en el caso de la BADH de hoja de amaranto, tiene lugar la
isom’erizacién de la forma libre de la enzima que no se muestra en el esquema propuesto
por,Valénzuela-Soto y Muiioz-Clares (1993) que consiste en la desprotonacién del tiol

catalitico, acompaiiada de un cambio conformacional (Fig. 9).

£.NAD' .BA

KAD ./T\_ BA 6
H8*
' Asn
GluH
£ E.NADH E.NADH.GB

Figura 9. Esquema simplificado del mecanismo de reaccién propuesto para la BADH de
amaranto (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993) basado en el de las ALDHs (Farrés et al.,
1995, Marchal et al., 2001).
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1. 5. 4. Regulag(én de Su. expréslén v de su actividad

Estudios 'previbs -én 'el Iéboratorio (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares. 1994
mostraron qvue la actividad'r’néxima de la BADH en extractos crudos de hojas de amarantc
no estresadas es casi despreciable; sin embargo, cuando las hojas se sometieron a déficit
de agua por incubacién con polietilenglicol esta actividad se incrementa notablemente &
medida que transcurre el tiempo de exposicion. En forma paralela, se produce ur
aumento en los niveles de glicina betaina. Después de 4 horas de tratamiento se observo
que la actividad de la enzima y el contenido de glicina betaina 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 sintesis de glicina betaina
es una respuesta temprana frente al déficit de agua.

Los cambios en la actividad maxima de la BADH son el resultado de una
regulacion de la transcripcion del gen, ya que el analisis de la expresiéon del gen
ahybadh17 de hojas de amaranto revelan que los niveles de ARN mensajero, asi como la
concentracién de la proteina, 'se incrementan rapidamente cuando las hojas son
expuestas a estrés osmoético, provocado por el déficit de agua .y por la exposicidn a una
alta concentracion de sales,:y al fitorregulador acido abscisico (ABA) (Legarié et él..
1998).

Puesto que la reaccidn que cataliza esta enzima es irfeversible (Valenzuela- Soto
y Munoz-Clares, 1993; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, : ‘1994) ’y el producto de la
reaccion, la glicina betalna no es metabollzada una vez smtehzada (Rhodes y Hanson,
1993) es de esperarse que, ademas de esta regulacién a largo plazo de la actividad de la
BADH, existan r’necanlsm’os que permitan una regulaquon a corto o mediano plazo.

Como serhé rﬁengfonado,» fa enzima p(eseﬁté una cinética michaeliana a bajas
concentraciones »de sustrato y -se desconoce si existe algin mecanismo regulador de la

actividad de esta enzima, aparte del que involucra a la expresion génica. Hasta la fecha
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no se ha enconfrado ningun metabolito que pudiera; por regulacién alostérica, controlar su
actividad. No obstante, la BADH de amaranto es inhibida por altas concentraciones de sus
sustratos betaina aldehido y el dinucledtido oxidado. El NADH, producto de la reaccion,
también produce inhibicion (Valenzuela-Soto y Muiioz-Clares, 1993), mientras que el otro
producto, la glicina betaina, no inhibe significativamente. La inhibicion por NADH no
parece tener relevancia fisiologica, dado que su afinidad por la enzima es mucho menor
que la del NAD® (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares 1993) y que la concentracion de este
compuesto en el cloroplasto es también mucho menor a la del NAD® (Hauser et al., 1995).
Tampoco parece ser relevante fisiologicamente la inhibicion por NAD', que requiere
concentraciones mucho mayores a las fisiologicas, pero se desconoce si la inhibicion por
betaina aldehido puede suponer un mecanismo de control, ya que no se sabe a la fecha
cudles son los niveles de este aldehido en el cloroplasto de hojas estresadas y como
eslos niveles cambian a medida que el estrés progresa.

Por otra parte, estudios de modificacién quimica de la BADH de amaranto han
demostrado que los ligandos de la enzima promueven la inactivacion, lo que estaria
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, podrian constituirun mecanismo de regulacion.
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[ll. Planteamiento del problema

En nuestro laboratorio estamos interesados en determinar los factores que regulan
la actividad de la enzima BADH de hoja de amaranto a corto o mediano plazo y estudiar
sus mecanismos de accion. Estudios de modificacion quimica sugirieron que la enzima
presenta cambios conformacionales, inducidos por sus ligandos, que afectan’ la
reactividad de la cisteina catalitica (Velasco-Garcia et al.,, 2003). En este trabajo se
propone investigar si los cambios conformacionales producidos por losrligandqs se
traducen en cambios en la actividad de la enzima y, por tanto, si pueden‘se‘r la base de un

mecanismo de regulacion de su actividad.
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A Hipélesis

Los sustratos y los productos de la.enzima betaina aldehido deshidrogenasa de
hoja de Amaranthus hypochondnacus regulan su acuwdad por un mecanismo adicional al

de su participacion en la reaccién catalizada.
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V. Objetivos

V. 1. OBJETIVO GENERAL ..

‘Caracterlzar funmonal y estructuralmente el efecto que, bajo conducnones no catalltlcas

nenen Ios sustratos y productos de Ia enzima BADH de hoja de amaranto sobre su

acnwdad

V. 2. OBJETIVOS PARTICULARES

Deter‘rhinar‘ cuales de los ligandos de la BADH, sustratos, productos o inhibidores,

modifican la actividad catalitica cuando fa 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 concentraciéon del ligando y

¢) la dependencia de la temperatura de la velocidad del cambio. -

Investigar si los efectos maximos de los diferentes ligandos s0n o no aditivos.

Estudiar |a reversibilidad de! efecto inducido por los ligandos.

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

a) el estado de agregacion de la enzima,
b) su estructura terciaria y

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

V.. 1. REACTIVOS -

Todos :losr broddctoé us;édos en este trabajo fueron de calidad analitica: NAD®;
NADH, belalba ald;ehidro, glicina betaina, AMP, ADP, ATP, HEPES, MES, EDTA, glicerol,
n-mer'captoetanolb, glicina y glutara‘ldehido fueron suministrados por Sigma“ (Tolﬁca.

México).

VI. 2. MATERIAL BIOLOGICO

Se cultivaron plantas de A. hypochondﬁaéus L. en invernadero a una temperatura
de 18-30° C. Las plantas se cosecharon a una edad de 2 meses para extraer y puﬁﬁcar la
proteina. Las hojas intactas de las plantas fueron sometidas previamente a'déﬁcﬁt hidrico.
Para esto, las hojas de amaranto se colocaron bajo la exposicion directa de los rayos de!

sol por un periodo de 3 horas.

VI. 3. PURIFICACION DE LA ENZIMA BADH

La BADH se purifico usando una modificacién al protocolo original (Valenzuela-
Soto y Muiioz-Clares, 1994). Para ello, 250 g de hojas de -amaranto estresadas
hidricamente 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 B-mercaptoetanol 10 mM
(el reductor se adiciona al momento)]. E! macerado se filtré a través de una malla de 6
capas de gasa para eliminar los restos de tejido vegetal; e! filtrado se centrifug6 a 7,800 x
g durante 30 min a 4° C con la propésito de separar totalmente los restos de tejido de las
hojas. Se .recuperd el sobrenadante, el cual se precipité con sulfato de amonio al 30 %
(w/v). Se centrifugé a 25,350 x g durante 30 min a 4° C. El sobrenadante se precipité

nuevamente con sulfato de amonio, al 70 % (w/v) y se centrifugd bajo Ias condiciones
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anteriores. El precipitado se rest@gpggg{ié iernweliarmprtlygurador Ay se s°'m,e,§i,6,é,uﬂa, L

centrifugacién a 105,000 x g durante 30 min a 4°.C..El sqbrévﬁédaﬁteise &e%’a|6 mediante

filtracion en gel en una columna de Sephadex G;Zs (thrhﬁé_da),‘eQU|i_fbrad5 y'eluida con

amortiguador A. El eluido se aplicé a.una columnaz dé ih(eréémbi iéhic V‘Suef‘a:rbsla Q de
flujo rapido (1.8 x 3.65 cm) (Pharmacla) equuhbrada con el mismo amortlguador Después
de lavar la columna, la enzima se eluyé con un gradlente de cloruro de potasno (0-500
mM) en el amortiguador A, con‘un flu;o de 0 5 mU/min. Se recolectaron las fracciones y
aquellas que presentaban actlvidad se pasaron por una columna de Sephadex G- 25
equilibrada y eluida con un amomguador de fosfatos de potasio 20 mM, pH 6.5, EDTA 0 1
mM, glicerol 10% . (v/v), p-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador B). El‘desa,lado se =

cromatografi6 en una columna de afinidad 5°-AMP sefarosa (Phérmacla)‘ (1 mL de

volumen de cama) previamente equilibrada con el amortiguador B. Lé columna se lavé

con amortiguador B y se eluy6 con un gradiente de AMP (0-0.2 mM) con un ﬂujo de 0 5 F

ml/min. Finalmente, las fracciones que presentaron actividad enzimética se apllcaron a

una columna de intercambio i6nico (Mono-Q HR) (Pharmacna) acoplada a‘un‘sistema de

HPLC (cromatografia liquida de aita resoluclén) (Waters) con el objetlvo de obtener més

enzima totalmente pura. La columna se equlllbré en HEPES KOH 50 mM pH 7 : )/

mM, glicerol 10% (v/v) ¥ B-mercaptoetanol 10 mM y Ia enzima fue eluida conu fgradlente

de cloruro de potasio (0—500 mM) en este mlsmo amortiguador. La BADH euye a: una .
concentracion de 180 mM de KCI Y. de esta forma se almacena en alicuotas a -70° C. El
amortiguador de almacenamlento es por tanto: HEPES-KOH 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM.
glicerol 10% (viv), KCI 186'mM y B-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador C). Todo el
procedimiento se llev6 a (éabcia a temperatura ambiente, excepto los pasos de extraccién y
cromatografia de intercambio i6nico en Sefarosa Q, los cuales se realizaron a 4° C. La
cuantificacion proteica se realizé mediante un ensayo basado en el método de Bradford

(1976), usando albtimina sérica de bovino como patrén.
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VI. Materiales y Métodos

Vi. 4. DETERMINACION DE LA PUREZA DE LA ENZIMA BADH

La pureza de la enzima se corrobord mediante una electroforesis en geles de
poliacritamida (SDS-PAGE) por el método de Laemmli (1970). Este es un sistema

discontinuo de acrilamida/bisacrilamida para la resolucién de proteinas desnaturalizadas

con 8DS, en el que las muestras se desnaturalizan por calor en presenma de un agente

durante cmco minutos antes de cargarse al gel con Ia ﬂnf‘ldad de desplegar

completamente Ia ro e saron protelnas con masas moleculares conocudas. enun

intervalo de 66.a 669 kDa (Amersham) para determinar eI peso molecular aparente dela
BADH ya que Ias ﬁovulldades de las protelnas en los geles de SDS-PAGE son funciones
aproximadamente lineales del logaritmo de su peso molecular. La corrida electroforética
se llevd a cabo con una diferencia de potencial de 115 V durante 2 horas, en un equipo
Mighty Small |l (Hoefer). Las proteinas se visualizaron mediante la tincién del gel con
nitrato de plata (Wray ef al., 1981). La evaluacion de las bandas obtenidas (célculo de fas

masas moleculares) se realizd por analisis de imagen en el sistema Fluoroscan (Bio Rad).

VI. 5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA BADH Y ESTUDIOS CINETICOS

Los estudios de caracterizacién cinética de la enzima se llevaron a cabo por
métodos clasicos de determinacion de la velocidad inicial en estado estacionario, usando
el ensayo espectrofotométrico de actividad (Valenzuela-Soto y Muiioz-Clares, 1994),
como se describe a continuacién. En una cubeta de espectrofotémetro de 1 cm de paso
de luz se adicionaron los sustratos de la enzima, betaina aldehido 0.4 mM y NAD* 1 mM

en 0.5 mL de un amortiguador HEPES-KOH 100 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0. La aparicién
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~ V|.'Maté'ria|es‘y':MétédA'sf k

de Ios productos gllcma betalna y NADH se da al momentode adlclonar la preparacnén

Los datos cinetlcos se anallzaron por regresuén no Ilneal usando eI programa de

computo comerc:al MlcroCal Origin (Microcal Software, Inc Nonhhampton Ma USA)

VI. 6. SEGUIMIENTO DE LA INACTIVACION DE LA ENZIMA

La enzima pura se incubd 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, B-mercaptoetanol 10 mM) y
se tomaron alicuotas para determinar la actividad residual y seguir el curso temporal de
los cambios en actiyidéd. Como contral, se incubd a la enzima en ausencia del ligando,
por el mismo liembo y bajo las mismas condiciones que las incubaciones en presencia de
ligandos. .La cinética del proceso de inactivacion se estudié analizando los datos

experimentales por regresién no lineal.

VI. 7. ANALISIS DE LOS DATOS

Para el analisis de las cinéticas de inactivacion parcial de primer orden, se usé la
siguiente ecuacion:

Ax100=e "+ A, ecuacién (1)
Ao Ao

——— e

fT"%lf'Jrll‘{ ( ‘q\‘- o
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en donde Ay, Ao y: A(, representan !a actnvndad de Ia enzuma aI tlempo t-al tlempo cero y al~ -

tiempo Inr nlto, respectwamente, y k es Ia constante d velocidad de prlmer orden dell

proceso de lnacuvacuén

Los valores de la constante de velocidad kcb,, 6n7 al édhilibkio.

Inact., estimados a las diferentes concentractones de hgandos se en plearon para obtener
la constante de disociacién, real o aparente respect:vamente. del complejo Enzima-
ligando, mediante el ajuste de los dalos a una hipérbola equilatera; “

Amax % [S] o ecuacion (2)

Kq+ [8] .
en donde A, representa el valor maximo del parametro usado en el ajuste (Kos ©
Inact.), Ks la constante de disociacion del complejo Ehzlmé-ligando, y S}, la

concentracion de sustrato.

VI, 8. DETERMINACION DE LA REVERSIBILIDAD DE LA INACTIVACION

Para determinar si la inactivacion se revierte cuando se elimina el ligando del
medio de incubacion se siguieron tres procedimientos:

1. Tras la inactivacion parcial por incubacién con betaina aldehido 4 mM, una
alicuota de 10 pl de la preparacién de la enzima se llevé al medio de ensayo
donde se incubd por diferentes tiempos, hasta un maximo de 120 min, antes de
afnadir los sustratos para dar inicio a la reaccion. La concentracién final de betaina
aldehido en este medio, antes de la adicion del sustrato, fue de 0.08 mM.

2. La enzimra parcialmente inactivada por incubacién con sus ligandos se desal6 en

una columna de filtracién en gel (Sephadex G-25), previamente equilibrada con el
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lnacuva conlra 1000 volumenes del amomguador c durante toda Ia noche, a

temperatura ambiente.

VL. 9. DETERMINACION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA CINETICA DE

INACTIVACION POR INCUBACION CON BETAINA ALDEHIDO

Se siguio la inactivacion de la enzima (0.125 mg/mL) por betaina aldehido 10 mM
como se describidé en la seccion VI, 6., a diferentes temperaturas; 0, 10, 20, 30 6 40° C.
Se hizo un grafico 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 calculé la energia de activacion de Arrhenius del proceso de

inactivacion de la enzima por. betalna aldehido, considerando que

‘m= "_EL ecuacion (3)

en donde m es la pendiente, E, es la energia de activacion y R es la constante general de

los gases (1.987 cal mol" K™).

Vi. 10. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Se hizo un electroenfoque de la enzima control y de la enzima que habia sido
tratada con betaina aldehido, a una concentracion de 0.125 mg/mL. El electroenfoque se

basa en el desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH. Las moléculas
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anfotéricas, como los aminoacidos, se separan en un medio en el que ex:s(e una

. diferencia de potencial eléctrico y un gradiente de pH La regién del énodo (+) es écida y

. la del catodo (<) es alcalina. Entre ambos se establece un gradxente de pH de tal manera

que las moléculas que se han de separar tengan su punto 1soléctnco demro del intervalo.
Los geles empleados aqui, obtenidos de la“ : casa vcomercla}l Pharmacna. son geles
homogeneos de poliacrilamida (5% T, 3% C) éon‘-PharrnalytéG) cargado de anfolitos; el
Pharmalyte genera un gradiente estable y. hneal de pH durante Ia corrida. -L.a corrida se
realizdé con un microlitro de muestra (0. 25 ug - de proteina) en un sistema rapido
PhastSystem LKB (Pharmacia) a 2000 Volits, 2.5 mA. 3.5-W, 15° C durante 30 min. La
tincion de estos geles se hizo con el kit Silver Stain Plus de Bio Rad

El punto isoeléctrica tedrico de ta enz«ma se calculé con base en la secuencia de
aminoacidos de la proteina derivada del gen’ ahybadh1 7 mediante el servidor Expasy,
Molecular Biology, para delimitar el intervalo de pH que debiamos emplear, de esta

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

VI 11. DETERMINACION DE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA Y EXTRINSECA DE

LA BADH

Para estudiar posibles alteraciones en la estructura terciaria de la BADH inducidas
por los ligandos, se determind la fluorescencia intrinseca y extrinseca mediada por la
fluorescencia del triptofano y de! reportero ANS, respectivamente. Se utilizd un
espectrofotémetro 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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anfotéricas, . como los_aminoacidos, se separan en un medio en el que existe una
diferencia de potencial eléctrico y un gradiente de pH. La regi6n del anodo (+) es acida y
la del catodo () es alcalina. Entre ambos se establece un gradiente de pH, de tal manera
que las moléculas que se han de separar tengan su punto isoléctrico dentro del intervalo.
Los  geles empleados aqui, obtenidos de la casa comercial Pharmacia, son geles
homogéneos de poliacritamida (§% T, 3% C), con Pharmalyte® cargado de anfolitos; el
Phayrmaly‘te genera un gradiente estable y lineal de pH durante la corrida. La corrida se
realizé con un microlitro de muestra (0.25 ug de proteina) en un sistema rapido
PhastSystem LKB (Pharmacia) a 2000 Volts, 2.6 mA, 3.5 W, 15° C durante 30 min. Lar
tincijén de estos geles se hizo con el kit Silver Stain Plus de Bio Rad.

El punto isoeléctrico tedrico de la enzima»s,e calcul6 con base en la secuencia de
aminoacidos de la proteina derivada del geﬁ ahybadh17 mediahte el servidor Expasy,
Molecular Biology, para delimitar el intervalo de pH que debiamos emplear, de esta

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

VI 11. DETERMINACION DE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA Y EXTRINSECA DE
LA BADH

Para estudiar posibles alteraciones en la estructura terciaria de la BADH inducidas
por los ligandos, se determind la fluorescencia intrinseca y extrinseca mediada por la
fluorescencia del triptofano y del reportero ANS, respectivamente. Se utilizé un
espectrofotémetro Shimadzu 5000U. Los experimentos se hicieron a temperatura
ambiente y los cambios observados en ia 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. Fluorescencia Intrinseca Se obtuvo el espectro de ﬂuorescencna intrinseca de la

enzima por excitaclén de sus trlptofanos a una longitud de onda de 296 nm.
Postenormente se le adlcloné betaina aldehldo 10 mM y se siguieron los cambios
en _dvcho espect(q a través del tiempo. Los espectros de emision se recogieron en
un intervalo de 300 ‘a 450 nm. Larconcentracién de enzima empleada fue de 0.125
mg/mL.

Para obtener la constante de velocidad del cambio en la fluorescencia lntrlnseca
de la enzima provocado por la betaina aldehido, se calculé el ‘incremento -de
fluorescencia (AF) en la Amax @ cada uno de los tiempos indicados y se graﬂcé el AF
contra la concentracion del aldehido. Elb‘AF se calculé como la diferencia entre la
intensidad de la fluorescencia al tierhpo t (Fy) y al tiempo cero (Fo).

2. Fluorescencia extrinseca. En el‘rcréso de la fluorescencia extrinseca se empled
ANS como reportero de los cambios. E! ANS es un fluordforo sintético que se une
de manera no covalente a las regiones hidrofébicas de la enzima, variando sus
caracteristicas espectroscopicas en funcion del microambiente que le rodea; es
decir, cambia su espectro de emision en funcién de la polaridad del medio (Slavik,
1982). El ANS se excita a 360 nm y su intervalo de emisién es de 400-600 nm. Se
obtuvieron los espectros de fluorescencia del complejo enzima-ANS en ausencia y
en presencia del ligando betaina aldehido a una concentracion 10 mM. La

concentracion empleada de enzima fue de 0.170 mg/mL y la del ANS 20 uM.

VI__12. DETERMINACION DEL ESTADO DE ASOCIACION DE LA ENZIMA

PARCIALMENTE INACTIVADA

Se hicieron dos tipos de experimentos:
1. Cromatografia de exclusion molecular. La BADH activa y parcialmente inactiva

por incubacion con sus ligandos se cromatografié en una columna de exclusion

..l‘jll.) A
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I Ma’teri‘ales y Métodos

‘molecular Superdex 200 HR 10/30. (Pharmacia) acop da 8 un sistema de HPLC e

(Waters). La columna se equilibré.y eluyo on. €| amomguador de almacenamlento

(amortiguador C), en ausencia (control) y pre llgando (enztma'

parcialmente inactivada por Incubamén prevna co betaina
glicina betaina 200 mM). En ambos casos se apllcaron ala colurﬁna 200 uL de
enzima a una concentracién de 0.25 mg/mL. La velocldad de fIUjo del
amortiguador de elucion fue de 0.5 mL/min 6 0.4 mL/min y las muestras se .
corrieron a 90 psi de presion. »
Entrecruzamiento con glutaraldehido. Muestras de la enzima (1.25 ug)'ac’t’iva
(control) y parcialmente activa (previamente tratada con betalna aldehldoi 4 mM)
en el amortiguador C se incubaron a temperatura ambiente con glutara}ldehldo 30
mM durante diferentes tiempos hasta 7 min. El glutérald‘ehldb esunagente
entrecruzante que reacciona de manera covalente con-los grhpbs éfﬁino de ios o
residuos de lisina de la protelna formando ﬁnlohes lntermoleculares o’
lntramoleculares La reaccién con glutaraldehldo se detuvo con una solumén
saturada de glicina 4 M, pH 9.3. tras lo cual las muestras fueron resueltas en una
electroforesis desnaturalizante en gel de po}llacr’ilamldar (SDS-PAGE) al-7% de"
acuerdo al método de Laemmli (1970). . o e

. Electroforesis nativa. La enzima activa y la parcialmente activa (prelncu_bada con
betaina aldehido 10 mM) se sometieron a electroforesis- en un gél néfivo en ‘un :
gradiente de 5-15% de poliacrilamida. Los geles que se'utiliia'rbn'pa‘liavesta
electroforesis se adquirieron de la casa comercial Pharmacia EI sistema ’

amortiguador del gel esta compuesto de Tris 112 mM, pH 6 4, ace to 12 mM y el i

amortiguador de corrida es Tris 250 mM, pH 8.8, L-alani
reallzé en un sistema rapido PhastSystem LKB (Pharmacia) bajo Ias sigwentes

condlcuones 400 Volts, 1.0 mA, 2.5Wa 15°C durante una hora

31
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VIi. Resultados

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

se describen a continuacion.

Vil. 1. EFECTO DE LOS LIGANDOS EN LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LA BADH DE
AMARANTO

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

cataliticas

Con la finalidad de explorar qué el efecto de los sustratos betaina aldeh.ldo y NAD*
y el producto NADH sobre la actividad de la BADH bajo condiciones no cataliticas, se
incubd a la enzima (5 pg/mL) en el medio de ensayo (HEPES-KOH 100 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0) durante 30 min con cada uno de estos ligandos. Transcurridos los 30 min, se
afiadieron el o los sustratos faltantes para la catalisis y se determind la actividad

enzimatica (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la preincubacién en el medio de ensayo con los ligandos sobre la
actividad de la BADH

Tiempo cero
Adicién Controles NAD* BA NADH
“Enzima s ¥ ¥ ¥ Y ¥ s ¥ ¥
Betaina aldehido 10 mM + + +
NAG' ' mM R S o ¥
NADH 50 yM B R B ¥
“i-mercaptoetanol 10 mM . + . ¥ ¥ ¥

Después de 30 min de preincubacion

Enzima +
Betaina aldehido 10 mM + + + +
NAD" 1 mM + PR - ¥ ¥ + *
"NADH 50 pM R R R N
i-mercaptoetano! 10 mM + T +
Actividad (mU/mL) 139 | 155 | 165 | 143 73 | 114 78 87 107 | 75
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La act:vudad de la enzlma fue ‘ma - cuan presente [l~mercaptoetanol,

BADH una |nactwac16n mlentras que la enzima prelncubada bajo Ias mlsmas condicrones o

pero en ausencia de ligandos no se ina

El otro producto de ia reacclén gllcma betalna no se usé en estos expenmentos,
dado que se conoce que se une muy pobremente a la enzima (Valenzuela-Soto y Mufioz-

Clares, 1993).

Vil. 1. 2. Efecto de los sustratos bajo condiciones cataliticas

Para explorar si el efecto inactivante que tenian los sustratos betaina aldehldo y

NAD® sobre la BADH también se presentaba bajo condiciones catallticas, se incubé ala
enzima (5 pg/mL) en el medio de ensayo con ambos ligandos a concéntraclones
saturantes, 10 y 1 mM, respectivamente, y seguimos su 'éétiVidad d'Uvr‘ante 30 min. Se
encontrd que la actividad de la enzima se mantiene estable durante este periodo (Fig. 1),
a diferencia de lo observado cuando la lncubaclén se hace con sélo uno de los ligandos.
Por tanto, la inactivacién provocada por los Ilgandos no tlene lugar cuando todos los sitios

activos estan ocupados y realizando la catélisis.
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Figura 1. Curso temporal de |a reaccién catalizada por la BADH de hoja de amaranto. Se
siguié la actividad de la enzima en presencia de betaina aldehido 10 mM y NAD* 1 mM durante 30
min usando el mismo medio de ensayo que en los experimentos de la Tabla 1.

Este mismo experimento se realizé con diferentes concentraciones de enzima (10,
20 y 50 pug/mL) y, en todos los casos, se obtuvo absoluta linealidad en el ensayo.
Ademas, la actividad determinada fue proporcional a la concentracién de enzima

adicionada (datos no mostrados).

VIl 2. CINETICA DE LA INACTIVACION DE LA BADH DE_AMARANTO POR

INCUBACION CON SUS LIGANDOS

Vil. 2. 1. Inactivacién causada por incubaciéon con sus sustratos, productos y

nucledtidos inhibidores

Para determinar la cinética de la inactivacion, la enzima se incubo con el sustrato
betaina aldehido, el producto glicina betaina, las coenzimas oxidadas NAD(P)® y

reducidas NAD(P)H y los nucledtidos AMP, ADP y ATP (inhibidores analogos del sustrato)

irmm —




VII. Resultados

y se midi6 la actividad residual-a lo:-largo del-tiempo en-un-intervalo de 0'a*180 min. Los ™
datos de actividad residual obtenidos a los diferentes tiempos’ muestrén‘ubnafpi'hétiyca de
inactivacion de primer orden o seudoprimer orden que alcanza una meseta a tiempos

largos de incubacién (Fig. 2).
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(% inicial)

20 E

0 50 100 150 2000 50 100 150 200
Tiempo (min) Tiempo (min)

40 4

204
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Figura 2. Cinética de inactivacidn de la BADH de hoja de amaranto durante la incubacién

con sus diferentes ligandos. A) betaina aldehido 5 mM (m) 6 glicina betaina 50 mM (Q). B) NAD"

5 mM {O), NADH 5 mM (@), NADP 5 mM (A) 6 NADPH § mM (7). C) AMP 10 mM (0O0), ADP 10

mM (@) 6 ATP 10 mM (4A). Enzima control no incubada con ligandos (). La concentracion de
enzima fue de 0.125 mg/mL.

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

por ajuste de los datos experimentales mostrados en la Figura 2 _a una exponengial
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..sencilla. (ecuaccén 1 ‘en: Materiales y Métodos) se muestran en- Ia Tabla 2 De todos Ios

ligandos probados Ia betalna aldeh!do es la que produ]o un mayor g ado

aprox1madamente un 60%. Los demés ligandos’ prodUJeron nIveles de acu'

entre eI 62 y el 85 % de Ia inicial, snendo el NAD y el par NADP"",‘ Pl

provocan un menor descenso en la actividad de la BADH

Por lo que respecta ala velocldad del proceso, puede observarse que a igual
concentraclén el par NAD’/NADH inactiva mas lentamente a la enznma que el par
NADP‘INADPH Las coenznmas reducrdas producen en todos los casos una inactnvacnén
'més rapida que Ias oxidadas En cuanto o Ios nucleétldos de adenma eI orden de mayor

“a menor rapldez es AMP>ADP>ATP

Tabla 2. Cinética de la inactivacién de la BADH de hoja de amaranto por incubacién® con sus
ligandos

Ligando Actividad residual® k (min’')® ty2 (min)
(% inicial)

Betalna aldehido 5 mM 417 + 16 0100 + 0.014 695 + 1.00
Glicina betaina 50 mM 793 + 1.1 0211 + 0.067 328 + 1.04
NAD* 5 mM 740 + 1.6 0027 + 0.005 26.33 + 5.12
NADH 5 mM 65.7 + 2.9 0043 + 0012 16.12 + 4.47
NADP* 5 mM 850 + 1.3 0088 + 0037 - 791 + 333
NADPH 5 mM 834 + 19 0126 + 0.060 551 + 264
AMP 10 mM 720 + 23 0041 + 0012 16.83 + 4.86
ADP 10 mM 679 + 33 0026 + 0.010 26.40 + 9.55
ATP 10 mM 622 + 34 0023 + 0.006 29.56 + 7.49

°La enzima se incubd con diferentes ligandos segtin esta descrito en Materiales y Métodos.

anto la constante de velocidad de inactivacion, k, como la amplitud del cambio (actividad
residual) fueron estimadas a partir del ajuste por regresion no lineal de los datos experimentales
mostrados en la Figura 2 a la ecuacion (1), descrita en Materiales y Métodos. Los valores
mostrados son los estimados en el ajuste + los errores estdndares de los estimados.



Vil éesultados

_En principlo esta cinética de p ser el resultado de dos

procesos dlferentes, mostrados en el Esquema (1) in ctuvacuén tolal feversible, lo que

|mphca que al equmbrio sélo un porcentaje e las :ulas de enzima se han mactlvado

y (2) |nact|vaclén parclal lo que sxgnuf ca que Ia totahdad de la enzima se inactiva
parCIalmente, es decnr, la enzlma, tras la |ncubact¢n con los ligandos, posee sélo una

fraccién de la actividad_lnlcial. En este Ultimo caso la inactivacién puede ser o no

reversible,

1) Enzima + Ligando ——  Enzima-Ligando
‘Activa < {nactiva

2) Enzima + Ligando ————p Enzima-Ligando
Activa et parcialmente activa

Esquema 1. Posibles mecanismos de inactivacién de la enzima por sus ligandos.

En el caso (2) la actividad residual de la enzima puede ser el resultado de: (a) la
inactivacién parclal e igual de los dos sitios activos con los que cuenta por molécula, o
bien, de (b) ia inactivacion total de s6lo uno de los sitios activos, lo que resultaria en una

actividad del 50% de fa inicia! si todas las moléculas de enzima tuvieran unido al ligando.

Vil. 2. 2. Dependencia de la cinética de inactivacién de la concentracién de betaina

aldehido
Para investigar cual de los dos posibles mecanismos de inactivacién es el que
tiene lugar, se determiné la cinética de inactivacion en funcién de la concentracion de

betaina aldehido (Fig. 3A), ya que éste es el ligando que tuvo un efecto mas claro.
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Figura 3. Dependencia de la inactivacién de la BADH de hoja de amaranto de la
concentracién de betaina aldehido. A) Curvas de progreso de la reaccion de inactivacion de la
enzima por incubacién con: 0.2 (@), 0.4 (O), 1 (A), 2 (V) y 5 mM (@ ) de betaina aldehido; enzima
contro! no incubada con betaina aldehido (¢ ). B) Dependencia de !a concentracién de betaina
aldehido de los valores de la constante de velocidad de inactivacion estimados a partir de los datos
en el panel A. C) Dependencia de ia concentracién de betaina aldehido de inactivacion. La
concentracion de enzima fue de 0.125 mg/mL.

Las Figuras 3B y 3C muestran que tanto la constante de velocidad como e! grado
de inactivacion dependen de la concentracién de betaina aldehido en una forma
hiperbélica. Mediante el ajuste a una hipérbola equilatera de los vaiores de la constantes
de velocidad y del porcentaje de inactivacion estimados de las cinéticas de la Figura 3A,
se determind la constante de velocidad de inactivacion maxima (kmax) ¥ la inactivacién al

equilibrio maxima (/nacl.ms.) a concentraciones saturantes de betalna aldehldo, asi como
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las, constantes de_disociacion_del complejo_enzima-betalna aldehido, mostradas en la

Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos” de la inactivacién de la BADH de hoja.de amaranto por
incubacion® con betaina aldehido

Parametro estudiado Ky Kmax Inaclegmax
(mM) (min™) (% actividad inicial)

Constante de velocidad (Kous) 0.401 *+ 0.147° 0.064 + 0.006° -

Inactivacion al equilibrio 0.409 + 0.021¢ - 519 + 0.7'

®Parametros estimados a parir del ajuste por regresién no lineal de los datos experimentales
mostrados en la Figura 3 a la ecuacion de una hipérbola equilatera descrita en Materiales y
Métodos (Ecuacidn 2). Los valores mostrados son los estimados en el ajuste + los errores
estandares de los estimados.

La enzima se incub6 con diferentes concentraciones de betalna aldehldo segtin esta descrito en
Materiales y Métodos.

Ku =Kyl ke

Kq = Ka-kvkz/ku(kz"’kz)

*Kmas = Kz + Kz

INaCteqmar = ko | ko + K 5

Las constantes de velocidad son las indicadas en el Esquema 2.

A concentraciones saturantes. de betaina aldehido sélo se pierde
aproximadamente el 50% de la actividad y el t,, maximo de la inactivacién es de 9.8 min.
El hecho de que sélo se pierda parte de Ia actlvldéd incluso a saturacién con el ligando a
primera vista parece sugerir que el mecanlsmo (2) es el operante, y mas en concreto eI
mecanismo (2b), dado que se pierde aproxmadamente la mitad de la actividad. Sln
embargo, la reaccién de Inactivaclén debe ser reversible, o de lo contrario se hubiése
alcanzado el mismo grado de inactivacién a todas las concentraciones de betaina
aldehido, ya- que estas son muy superiores a la concentracién de la enzima. Pero el
hallazgo de una constante de inactlvaclén maxima, Kmax, NOs indica que el mecanismo de
inactivacién no es tan simple como el mecanismo 1 reversible mostrado en el Esquema 1,
sino que debe myolucrar la formacién reversible de un complejo intermediario Enzima-BA
activo previo a la formacién del complejo final, Enzima*-BA inactivo, como se muestra en
el Esquema 2:

39




VII. Resultados

RAPIDO - LENTO
K R ka
Enzima + BA ——% ‘Enzima-BA- ' G—* Enzima*-BA
Kk o Activa : ko Inactiva

Esquema 2. Mecanismo propuesto para Ia inactivacién de la BADH de hoja de amaranto por
betaina aldehido. : .

Para fundamentar mejor nuestra propuesta de que éste es el mecanismo que tiene
lugar, a continuacién se describen las ecuaciones y los tipos de regraficos de la constante
de velocidad y dely grado de inactivacion frente a la cpncentraclén del ligando que se
obtendrlan en los diferentes mecanismos posibles bajo condiciones de seudoprimer orden
(Fersht, 1999);" o

Caso 1} Inactivacién parcial ireversible sih?fornr_iacién‘ de un complejo intermediario:
: : L S \

Enzima =+ ~Ligando ©° ————» Enzima*-Ligando
Activa S Parcialmente activa

La cdristénte de velocidad de inactivacién observada, kews , 5:

Kovs = ki (L,
siendo [L) la concentracién de ligando

El grado de inactivacién a tiempo infinito, /nact., medido como el cociente
[E*L} / [E]o, siendo {E], la actividad de la enzima al tiempo cero de incubacién con
el ligando, no depende de la concentracién de éste. A cualquier concentracién de
ligando se alcanza la inactivacién maxima puesto que toda la enzima se convierte
en E*L. Por tanto, la /nact. sélo depende de la actividad que conserve este
complejo.

o IInacﬁvacién,

0 7 [Ligando] [Ligandol
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Caso 2) Inactivacién parcial reversible sin fofmabién:de un complejo intermediario:

Enzima 4 oLigandos <__.___.' Enzima*-Ligando
Activa™ Pk K Parcialmente activa
L E o inactiva

La constante de velocidad d'e:ihactifv'aclén observada, kops . €S:
Kops =Ky [L] + K.y
Por tanto a [L] =0

Kovs = K.y :

El grado de inactivacion al equilibrio, /nacl._,q, para cada concentracién de ligando
es funcion de la concentracion de éste: - -+ .

IN8Cteq = [E*Lleq / [Elo = Ky L]/ (K + Ky [L]) = [L]/ (Ky + [L)),

siendo Ky = k., / k;. g

A concentraciones infinitas de. ligando toda.la enzima estara como E*'L y la
actividad residual dependera de la actividad de este complejo. :

3 Inactagmax IR
~F E
m =k g
g
ka §
=

0 [Ligando] 0 [Ligando)

Caso 3) Inactivacién parcial con formacién de un complejo intermediario, Ultima
reaccion irreversible:

. N -———»k1 kz
Enzlma + Ligando " Enzima-Ligando —» Enzima*-Ligando
Activa k. Activa Parcialmente activa

Suponiendo que la primera reaccion es muy rapida comparada con la segunda, lo
que muy probab[emente sea cierto en el caso de la inactivacién de la BAbH
Tducuda por sus ligandos, ambas reacciones pueden tratarse de forma separada.
Suponemos ademas que la reaccién de inactivacion es la segunda.
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La:constante de inactivacién efectiva depende de la fraccidn de enzima que esté.
como EL y puesto que la reaccién 1 alcanza el equilibrio antes de que ocurra la
reaccién 2 y [E]o = [E]ioian tenemos que

[EL}/ [Elo = [L)/ (Ka + [L)).

siendo Ky = k.4 / ki,

y por tanto

kovs = k2 [L) 1 (Kg +[L])

A infinita concentracion del ligando se observa una kmax Que es igual a k;

El grado de inactivacién alcanzada a un tiempo infinito y a cualquier concentracién
de ligando es igual que en el caso 1, es decir, es constante y sélo depende de la
actividad que conserve el complejo E*L.

Kmax

Koos

o |lnactivaci0n“

{Ligando] {Ligando]

Caso 4) Inactivacion con formacion de un complejo intermediario, Ultima reaccién
reversible:

ky k2
Enzima + Ligando 27—" Enzima-Ligando =— Enzima*-Ligando
Activa K. Activa k.2 Inactiva

Haciendo los mismos supuestos que en el caso 3, y puesto que la reaccion 2 de
este mecanismo es reversible, la constante de inactivacién observada es la suma
de las constantes de inactivacion de los dos pasos de esta reaccién, como se
menciono en el caso 3. La constantederinactivacion efectiva del paso EL E*'L
es kq [L]/ (K4 + [L]). Por tanto,

koos =Kz + ko [L] 1 (Ks + [L]),
siendo Ky = k.4/ k;

Portantoa([L)=0

kobs = k—z
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A concentraciones infinitas de ligando 1a kmax = kiz + ka

Eil grado de inactivacién al equilibrio, /nacleq, se define como:

[E*L]eq / [Elo,
siendo [Ejo = [Eliow = [Eleq + {EL]eg + [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*Lleq / [EL)oq = Kz th2 = Keqa,
siendo K.q. Ia constante de equilibrio de la reaccion 2

y

[ELleq = [Eleq [L]/ Ko,
siendo la K, la constante de disociacién de fa reacclén 1, tenemos que,

(E*Lleq / [E)o = {IL) Kegz / (1 + Keg2)} / {(Ka/ (1 + Keqz)) + lL]}

Por tanto, el grado de inactlvaclén al: equllibrio tamblén depende de la
concentracion de ligando, alcanzéndose el méxnmo de |nactlvaclén a concentramén
infinita de éste: . :

Inacthmux = Keqz / (1 + f(Nz) = kz / (kz + k_z)

Cuanto mayor sea la Keq, mayor seré el grado de lnactlvamén que se puede
alcanzar. :

La constante de disociacién aparente, K'g, que puede estimarse por un a;uste de
los datos experimentales a una hipérbola equilatera, es Infenor a Ia K., deI complejo .

EL:
Ka= Kol (1 + Keq2) = ko K2l &y (K2 + k)

Cuanto mas alta sea Keqz, la afinidad aparente por el ligando sera mayor.

Kenax ), ............... Inacteamax proesmmoesence
g
N (=3
3 3
2
ka2 ::] é :
0 {Ligando] 0 [Ligando]
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Caso 5) La unién del ligando desplaza el equilibrio preexlstente en s formas de la

enzima, activa e inactiva, hacia fa forma inactiva:

LENTO RAPIDO
ki K2
Enzima o> Enzima* + Ligando —¥ Enzima*-Ligando
Activa k1 Inactiva k2 Inactiva

Como en el caso 4, el cambio conformacional, que ahora es la primera reaccién,
seria lento, mientras que la reaccion de unién del ligando seria mucho mas rapida.
La constante de velocidad de inactivacién observada corresponderia a la reaccién
primera y depende de la fraccién de enzima inactiva que esté en forma E* y por
tanto del equilibrio de la reaccion segunda. Por tanto,

Kovs = Ky + K.y Kol (Kg + (L)),
siendo Ky = ko ! k;

Portantoa L] =
kobs = k| + k~l

La constante de velocidad del proceso de inactivacion disminuye al incrementar la
concentracioén del ligando, alcanzandose un valor minimo, kmn, @ concentracion
infinita de ligando:

kmnn = k|

Para cualquier concentracién de ligando, el grado de inactivacién al equilibrio,
Inacty, se define como:

Inacteq = [Enaclea ! (Elowa = ([E*eq *+ [E*Lloa) / ([Elsq + lE‘lw *+ [E*Llea).
siendo [Elnact]eq [E ]eq [ ]

Puesto que,
[E*Lleq = [E*)eq [L]/ Ky
y

[Elea = [E*eq / Koas,
siendo Keqr = Kilk.y

El grado de inactivacion al equilibrio, Inact., también depende de ta concentracién
de ligando, de acuerdo a:

Inaclteq= {L] 1 {Ky (1 + Koqs) + L]}

A concentracion infinita del - ligando toda la enzima estarfa como complejo
E*ligando y por tanto inactiva,
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P INaClogmax |___________.___.

&
" el
a Q
- g
3
[, .~ K=

0 [Ligando] 0 {Ligando)

De este andlisis claramente se puede concluir que el (inico mecanismo consistente

con nuestros resultados es el descrito en el caso 4.

Vil 2. 3. Aditividad de los efectos_maximos _producidos por betaina aldehido y

NADH

Para determinar si la presencia simultanea de dos ligandos produce la suma det
efecto observado cuando estan solos a concentraciones saturantes, se incubé la enzima
con betaina aldehido 4 mM y NADH 4 mM para formar un complejo ternario no catalitico.
Previamente, se habia encontrado que el NADH a una concentracién de 4 mM produce el
efecto maximo sobre la actividad de la enzima. Se observé que los efectos de los dos
ligandos noson aditivos (Fig. 4 y Tabla 4), si bien la constante de velocidad de
inactivacién parece ser mayor en presencia de ambos ligandos, el grado de inactivacién
es similar al obtenido, la presencia de ambos ligandos son similares a los obtenidos en

presencia de la betaina aldehido.
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Actividad residual
(% inicial)

20

0 50 100" 150° 200 250 - 300 -
Tiempo {(min)

Figura 4. Efecto no aditivo de la betaina aldehido y NADH sobre la BADH de amaranto, La
enzima fue incubada con: NADH 4 mM (0); betalna aldehido 4 mM (O); 6 NADH 4 mM y betaina
aldehido 4 mM (4A). La concentracion de enzima fue de 0.25 mg/mL en el amortiguador de
incubacion.

Tabla 4. Inactivacién de la BADH de hoja de amaranto por incubaclén® simultanea con dos
ligandos

Ligando Actividad residual k (min™"y® iz (min)
(% inicial)®

Betaina aldehido 4 mM 404 + 19 0.045 + 0005 1530 + 1.83

NADH 4 mM 830 + 09 0099 + 0038 699 + 273

Betalna aldehido 4 mM + NADH 4 mM 439 + 26 0029 + 0005 2407 + 4.32

“La enzima se incub6 con los ligandos sefalados segun esta descrito en Materiales y Métodos.
Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste por regresion no lineal de los datos

experimentales mostrados en la Figura 4 a la ecuacién (1), descrita en Materiales y Métodos. Los

valores mostrados son los estimados en el ajuste * los errores estandares de los estimados.

Vil. 2. 4. Reversibilidad de la inactivacién

a) La inactivacién no es reversible por dilucién del ligando en el medio de ensayo
Para estudiar la reversibilidad de la inactivaciéon de la enzima inducida por los

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

el medio de ensayo. De esta forma se queria comprobar si el grado de inactivacion de la

enzima por sus ligandos es aun mayor al observado, debido a la presencia de una rapida

e ' '. 46
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reactivacién que acompane a la disminucién drastica de la concentracion del ligando en la
cubeta del espectrofotémetro, aunque esto no*’parepla probéble, puesto que en ningin
caso se habia observado reactivacion durante el ensayo de actividad, incluso si éste se
prolongaba por tiempos largos (30 min). La enzima se preincubd con betaina aldehido 5
mM durante cinco horas para producir la inactivacidén maxima (Fig. 5A), tras lo cual se
tomaron alicuotas que se preincubaron por diferentes tiempos (desde 0 hasta 180 min)
con el medio de ensayo de actividad (HEPES KOH 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, B-
mercaptoetanol 0.2 mM) sin los sustratos. La reaccidén se inicié con la adicién de los
sustratos (betaina aldehido y NAD'), una vez finalizados los tiempos de preincubacién
(Fig.:SB). La reactivacion tampoco se observé tras 24 horas de incubacion en el medio de
ensayo (datos né mostrédoé). Como control, una alicuota de la enzima no tratada
previamente con betaina aldehido se preincubé en el medio de ensayo, sin ligandos, por
el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que las alicuotas de la enzima tratada con

betalna aidehido.

100 QU = g == T -0 = .
80+ 1
E
% = 601 T O\.
£3 TN
g E 40 i :
TR
2 20
g ] 1
0 A B
0 30 60 90 420 300 O 30 60 90 120 150 180
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 5. Incubacién de la enzima BADH parclalmente activa

n de y diluida 50 veces en el medio
g? XntgqgoaA) Inactivacion de la BADH de hoja de amaranto con betaina aldehido 5 mM (®).
5 Clividad tras la mcubaglbn de la enzima parcialmente inactiva en el medio de ensayo a los
conm%%?amglcaa]gga'&;).fu!:négng 1r:gfr:lrol (0). La concentracion de enzima durante la preincubacion
0.0025 : mg/mL y durante la preincubacion en el medio de ensayo de
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.- Se. esperaba que la enzima _fecuperara su actividad 3

por la dilucién® del hgando con_ el:que se prelncubé ya que la concentraclén final de

betaina’ aldehldo ' M: no produce |nact|vacibn slgnlﬁcauva Sin embargo, la

actwudad no se‘ estauré durante la. |ncubaclén en eI medio de ensayo las alicuotas de

enzuma mantuvneron Ia misma actividad que tenian al fnallzar la preincubacion con
betaina aldehldo (Fig. 5B). Este resultado mostré que el grado de inactivacion que se
ob{enla no éra menor al real y sugirié que !a inactivécién era Irreversible.

‘ Si la inactivacién de la enzima fuera causada por Ia disociacion del dimero activo a
monomeros inactivos inducida por los ligandos, Ios'monéméros‘quiyzés no se reasociarian
en la cubeta a una velocidad apreciable, dada Ia'dilucién ala q‘ue se somete a la enzima

(50 veces). No obstante, como muestra la Flgura 5B Vla BADH de amaranto es bastante

estable en el medio de reaccién a una concentraclén slmilar a Ia que se tiene durante el
ensayo.

Otra posible causa de la no reversibilidad p‘qr':'dj‘lﬁcién en' el medio de ensayo
pudiera ser la baja concentracion de un agente reductor en el medio, si es que la
inactlvaclén observada en presencia del ligandos se debe a una oxidacién parcial de la
enzima. Aunque esta posibilidad parecia lejana, porque la inactivacién por los ligandos se
observa en presencia de 10 mM de B-mercaptoetanol, para descartarla se hicieron dos
experimentos diferentes: 1) la enzima parcialmente inactivada por incubacién con betaina
aldehido 4 mM se diluy6 en el amortiguador en el que se realiza la preincubacion que
contiene una concentracién alta de reductor (B-mercaptoetanol 10 mM) y se midid la
actividad en este amortiguador después de transcurridos 120 min de hacer la dilucion.
Tampoco se encontré reactivacion. 2) Se incluyé DTT en el medio de ensayo, dado que
el DTT, al ser un ditiol, es un reductor mucho mas eficiente que el B-mercaptoetanol, un

monotiol. Para nuestra sorpresa, la presencia'de DTT en el medio de ensayo produjo una
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actividad sngniflcatlvam de la _enzima control (sin preincubar con

betaina aldehldo) como de la enztma parcialmente activa (preincubada previamente por 2
horas con: betalna aldehido 4 \ leron mas bajas que las determinadas comparada

con la actlwdad determmada en- ausencni del reductor. La disminucién de la actividad

provocada por el DTI’ se observé lncluso sin haber incubado a la enzima en el medio de
ensayo, es declr. se observé’ cyando la reaccion se inicid con la adicién de la enzima, no
con la adicién de los sustfatqs. Asi.,la actividad de la enzima control fue 197.0 mUimL ‘en
ausencia de DTT, 158.33 r'nU/‘mL’en presencia de DTT 5 mM'y 114.5' mU/mL en
presencia de DTT 20 mM. Mlenfras que‘ la de la enzima incubada con betaina aldehido
fue de 101.5 mU/mL en ausencla de D’Fl' 65.66 mU/mL en presencia de DTT 5 mM y
42.0 mU/mL en presencla de 20 mM Por tanto, la presencia de DTT a altas
concentracwnes en el medio de ensayo puede |legar a producir una actividad 40% mas
baja que sl la medida de actividad se hace en su ausencia, lo que indica que bajo
condiciones cataliticas la enzima es susceptlble a Ia presencia de un reductor, aunque las
razones de esta susceptibilidad no son claras por. el momento. Sin embargo. a enzima
parcialmente activa (tratada con betalna “aldehido 4 mM por 2 horas) incrementa su
actividad 2.11 veces con respecto a la que tenla después de haber sido incubada: con
betaina aldehido 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 concentracion de DTT
fue 5 mM se recuperé hasta un 70% de la actividad inicial, mientras que la actividad de la
enzima tratada e incubada en medio de ensayo sin DTT no cambiod significativamente
(Fig. 6). Este resultado sugiere que la enzima sufre algun grado de oxidacién reversible
durante su ihcubacién con el aldehido, aunque esta oxidacion no explica el total de la
pérdida de actividad. Otra posible explicacién es que la enzima estuviera parciaimente

oxidada al inicio del experimento y que estemaos observando la reactivacién de la fraccién
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de moléculas oxidadas, prdbéblemente durante la extfaccién, 'puriﬁcacién o

almacenamiento de la enzima.

2204
2004
180 4
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\

Actividad (% inicial)

100 -+

T T T
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Figura 6. Efecto del DTT en el medio de ensayo sobre la reactivacion de la BADH
parclalmente inactiva por incubaclén con betaina aldehido. La enzima se preincubé con
betaina aldehido 4 mM durante dos horas en el amortiguador C y después se diluyd 50 veces en el
medio de ensayo con concentraciones de 0 (), 5 (O) y 20 (A) mM de DTT. La actividad se
determiné por adicion de los sustratos betaina aldehido y NAD' a los tiempos indicados en la
figura. La actividad inicial en este experimento (100%) es la determinada después de la
preincubacion de la enzima con betalna aldehido. La concentracion de enzima durante la
preincubacion con betaina aldehido fue de 0.125 mg/mL y durante la incubacion en medio de
ensayo 0.0025 mg/mL.

b) La inactivacion es reversible cuando se elimina totalmente el ligando del medio
de incubacién por filtracion en gel o por didlisis

La enzima se inactivd parcialmente por incubacién con betaina aldehido 4 mM,
glicina betaina 200 mM 6 NADH 1 mM, tras lo cual se eliminé el ligando por el método
descrito por Penefsky (1979) mediante una rapida filtracién 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 recuperd la actividad especifica inicial, es decir, la que
la enzima posee antes de incubarse con el .ligando, lo que indica que la inactivacion

causada por éste si es reversible (Fig. 7 y Tabla 5).
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Figura 7. Reactivacién de la enzima por eliminacién del ligando por filtracién en gel. Se
inactivé parcialmente ia enzima con betaina aldehido 4 mM durante tres horas y posteriormente se
elimind del medio la betaina aldehldo por filtracién en gel. La actividad especifica se restituy6 al

100% (flecha).

En este experimento se observd que cuando se pasaba a la preparacion de
enzima por la columna de filtracién en gel se perdia protelna. La concentracién d‘e
proteina y las unidades totales de enzima que se recuperan después de pasarla por la
resina son menores que las adicionadas a la columna, aunque (Iara:c'tiyivdad 'espéqtﬁca' se
recuperaba a los niveles iniciales. Parecla, por tanto, que lo q'u'e én' reailidade‘sﬁaba
sucediendo era que por alguna razon la proteina inactiva quedaba retenida eﬁ Ia,:colurmné.
Esto nos llevé a estudiar la reversibilidad de la inactivacién mediante una diéliéis‘ d:e‘ la
preparacion de enzima inactivada durante 16 horas contra 1000 voIL"Jm‘ery\‘és":.j del
amortiguador de preincubacion sin el ligando, betaina aldehido en este caso.‘ Se éncontl%é
que también por este método la actividad enzimética se restituye al 100% (Tabla 5).» sin

que en .este caso se pierda la proteina total.
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Tabla 5. Reactivacién® de la BADH por flitracién en gel y por dialisls -

Ligando Actividad (% inicial)

Incubada con ligando Filtrada en ge! Dializada
Betaina aldehido 4 mM 56 99 -
Glicina betaina 200 mM 82 103 -
NADH 1 mM 74 90 -
Betalna aldehido 10 mM 52 - 103

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

Vil. 2. 5. Efecto de la temperatura en la cinética de inactivacién por incubacién con

betaina aldehido

Otro parametro que es importante determinar para la caracterizacién de la
inactivacién de la enzima por sus ligandos es la dependencia de la temperatura de la
velocidad de dicha inactivacién. En general, los aumentos de temperatura aceleran Ias

reacciones quimicas: por cada 10° C de incremento, la velocidad de reaccién se duphca .

Las reacciones catallzadas por las enznmas suguen esta ley general S|n embargo ?

de cierta temperatura, Ias protelnas se emplezan a desnaturahzar por eI calor

Se estudi6 el efecto de Ia temperatura en el Intervalo de 0 a 40° C sobre la
inactivacién de la- enzlma por., betalna aldehido 10 mM, que es una concentraclbn
saturante que permite observar el efecto maximo a 25°C y suponiendo que sigue siendo
saturante en el intervalo de temperatura de este experimento. La cinética de inactivacion
mostré que la velocidad de pérdida de actividad se incrementa con la temperatura de!

medio de preincubacién (Fig. 8 y Tabla 6), mientras que el grado de inactivaciéon no se
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afecta. En todos los casos la determinacién de la actividad de la enzima preincubada se

llevé a cabo a 30° C.
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Figura 8. Cinéticas de inactivacién de la enzima BADH de amaranto por incubacion con
betaina aldehido 10 mM en el intervalo de temperatura entre 0° C a 40°. Se muestran las
cinéticas de inactivacién de la enzima por preincubacién con betaina aldehido 10 mM a: 0 (m), 10
(®),20(A), 30 ( )V 40° C (#) La concentracién de enzima empleada fue de 0.125 mg/mL.

Tabla 6. Efecto de la temperatura sobre la cinética de la inactivacion de la BADH de hoja de
amaranto por incubacién con betaina aldehido 10 mM

Temperatura (°C) Actividad residual® 1 (min'") tyrz {min)
(% inicial)
0 54° 0003 + 0.000 20823 + 3405
10 54° 0.010 + 0.002 67.81 + 14.54
20 543 + 29 0.034 + 0.007 2057 *+ 4.15
30 551 *+ 26 0066 + 0.016 1048 + 253
40 53.7 + 1.7 0216 + 0.044 321 + 065

“Tanto la constante de velocidad de inactivacion, &, como la amplitud del cambio fueron estimadas
a partir del ajuste por regresién no lineal de los datos experimentales mostrados en la Figura 8 a la
ecuacion (1), descrita en Materiales y Métodos. Los valores mostrados son los estimados en el
ajuste + los errores estandares de los estimados,

[ - " N .
Para hacer el ajuste en eslas dos temperaturas, el valor de la amplitud del cambio se fij6 a los
valores mostrados.

]
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Con Ias constantes de velocrdad de Inactnvacnon de seudo pnmer orden esumadas o

a cada temperatura se reahzé un anéllsis de. Arrhenlus ara determinar la energia de
activacion de Arrhemus del paso (2) del proceso de lnactlvacién (véase eI Esquema 2 de
la pagina 40). El grafico del Inkows versus 1/T es llneal (Elg..Q). obtenléndose un valor de

17,350 %, 731 cal mol” (72.60 + 3.06 kJ mol™).

-1

Ink

32 33 34 35 36 37
1T (K) X 10°

Figura 9, Debendencla de la temperatura de las constantes de velocidad de inactivacién de
la BADH de hoja de amaranto por incubacién con betaina aldehido.

‘Se debe sedialar 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 betaina aldehido. por lo que la inactivacién
observada a esta temperatura se debe exclusivamente a la inactivacién inducida por el
ligando y no a la inactivacion térmica. Para hacer esta afirmacién nos basamos en la
linealidad del grafico de Arrhenius; de existir inactivacion térmica a 40° C la constante de
velocidad de inactivacién tendria un valor superior al observado.

El valor de la energla de activacion de Arrhenius calculado es similar al encontrado

por otros en estudios de la dependencia de Ila temperatura de los cambios
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conformacionales (Yaffe et al.; 1989, Renthal yAIanIz. 1999 learl y ‘arr 17999) loque -

sugiere que el segundo paso del mecanismo propuesto por nosotros para la‘inactivacién
de la BADH de hoja de amaranto (Esquema 2,. pagina 40) consiste en un. cambio

conformacional.

VII. 3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INACTIVACION DE LA

BADH DE AMARANTO POR SUS LIGANDOS

Vil. 3. 1. Inactivacién por oxidacion de residuo(s) de cisteina

Las cisteinas tienen la capacidad de tolerar 10 6 mas estados de oxidacién
diferentes in vivo. Como resultado, los péptidos y proteinas que contienen residuos de
cisteinas pueden experimentar modificaciones por oxidacién de éstas. A partir del tiolato,
la forma desprotonada del monotiol, se pueden formar radicales tiilo, disulfuros, acidos
sulfénico, sulfinico o sulfénico (incluyendo sus bases conjugadas), —S-6xidos y disulfufbs'
mixtos con otro tiol. Cada una de estas modificaciones quimicas exhibe sus'»]'qro;)"i-és‘
propiedades: quimicas y bioquimicas, tales como estabilidad, estado redox, éapacidad de
unir metales, acidez y nucleofilicidad, y de ocurrir en un grupo tiol que 'participa en
catalisis, tienen imponanteé repercusiones sobre la actividad catalitica de la enzima
(Gerber y Lill, 2002; Giles et al.,, 2003). Las cistelnas, a pesar de ser los residuos de
aminoécidos menos abundantes en las protelnas, son muy abundantes en la BADH de
amaranto, que ademas de poseer una cisteina esencial para la catalisis tiene 15 residuos
de cisteina por mondémero.

En un prinpipio se penso que la inactivacién se podria deber a la oxidacién de la
cisteina esencial (Cys294), la cual podia hacerse mas reactiva y. por tanto, susceptible de

oxidacion, cuando algtn ligando se ha unido a la enzima. De hecho, este incremento en la
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reactividad _del. tiol .de_la cisfelna,,_catallti ! ado en un estudlo de”

Velasco Garcia

modificacion quimica usando dlsulfram. un reactlvo

et al., 2003). Los resultados de reacuvacnén en’ Ia cubela ‘po D'IT mostrados

antenormente también apoyaban el que durante Ia Incubactén ‘con' los gandos se

produjese una oxidacion de un(os) residuo(s) de clstelna
Con base en estos antecedentes y pensando que al menos en parte la pérdida de
actividad es causada por una oxidacién, se exploraron las: diversas- posibilidades de

oxidacion de la enzima que se describen a continuacion.

a) Oxidacidn por especies reactivas de oxlgenb

Estudios en nuestro laboratorioc hablan: mostrado que la BADH de hoja de
amaranto se inactiva parcialmente  por perc')xidb dé 'hldrbgeho. Esta inactivacion se
incrementa si la betaina aldehido esta presente en‘el medio de incubacién con peréxido y
sigue una cinética muy semejante a la observada en la incubacién con betaina aldehido.
Aunque nos era dificil explicar como pudiera estar produciéndose ’H‘zoz‘en nuestro medio
de incubacion, para descartar la posibilidad de que éste u otrasA especies reactivas de
oxigeno estuvieran inactivando a la BADH cuando se incubaba con betalna aldehido, se
hicieron los siguientes experimentos:

1) La enzima se incubd con betaina aldehido 10 mM en presencia de catalasa (50
unidades totales). La inactivacién por betaina aldehido 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 descarté que la inactivacién sve esté dando por

oxidacién con perdxido de hidrégeno.
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Figura 10. Inactivacién de la BADH de amaranto por preincubacién con betaina aldehido 10
mM en ausencia o presencla de catalasa. La enzima se incub6 durante 180 minutos en
presencia de: betalna aldehido 10 mM (®); betaina aldehldo 10 mM y catalasa 50 U (&), 6
catalasa 50 U (¥), como se describe en Materiales y Métodos. Enzima control no incubada con
betalna aldehido (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 formacién de diferentes estados de oxidacion de metales (traza) que pudieran estar.
promoviendo la inactivacién de la enzima cuando se encuentra en presenciaf de: sus
ligandos. Se sabe que tanto el Cu? como el Fe* son capaces de reaccionar cé’n“eLHzO‘z' .
para formar in vitro radicales hidroxilo (*OH) por la reaccion de Fenton. Si hay ua,yre‘i : uctor
presente en el medio, se regenera el estado oxidado del metal. y la reacqién t:idntii{aé.

(Esquema 3) (Nappi y Vass, 1997; Lloyd, et al., 1997; Park y Imiay, 2003).

Agente reductor'™ + Fe** —»  Fe? + Agente reductor®™

Fe® + H,0, : —+  Fe® ++OH+OH

Agente redugtor™ + H,0 = Agente reductor™ + +*OH + OH"
Esquema 3: Reacclén de Fenton. Tomado de Park e Imiay (2003).
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- Para-investigar si la inactivacién se debia a.radicales. hidroxilo, se.preincubé la
enzima con betaina aldehido 10 mM en presencia de cloruro ‘férrico o cloruro ferroso con
o siﬁ EDTA. Nuestros resultados indican que ni Fe? ni Fe® incrementan la inactivacion
causada por la betaina aldehido y que la inactivacion que producen por si mismos es
siempre menor a la producida por el sustrato (Fig. 11 y 12). Sé incluyé también a la
catalasa para destruir cualquier traza de peroxido de hidrégeno del medio de incubacion,
la que se descartd que la inactivacion se esté dando por oxidaciéri con -perdxido- de-

hidrégeno.
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Figura 11, Inactivacién de la BADH de amaranto por incubacién con betaina aldehido 10 mM
y cloruro férrico § uM en ausencia de EDTA. Enzima no incubada con betalna aldehido (m);
enzima en presencia de FeCly 5 uM (&), enzima incubada con betalna aldehido 10 mM (e);
enzima incubada con betatna aldehido 10 mM en presencia de FeCl; 5 uM (¥ ); enzima incubada
con betalna aldehido 10 mM en presencia de FeCly 5 M y catalasa (< ). La concentracién de
enzima en todas las incubaciones fue de 0.25 mg/mL.
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Figura 12. Inactivacion de la BADH de amaranto por incubacién con betaina aldehido 10 mM
y cloruro ferroso 5 pM en ausencia de EDTA. Enzima no incubada con betaina aldehido (V),
enzima en presencia de FeCl, 5 uM (4A), enzima incubada con betaina aldehido 10 mM (W),
enzima incubada con betaina aldehido 10 mM en presencia de FeCl; 5 pM (Q), enzima incubada

con betaina aldehido 10 mM en presencia de, FeCl, 5 uM y catalasa (#). La concentracion de
enzima en todas las incubaciones fue de 0.25 mg/mL.

b) Oxidacion por oxigeno molecular

Con la finalidad de indagar el pape! que juega el oxigeno como posible agente
oxidante en el proceso de inactivacion de la enzima por incubaclon con sus ligandos, se
preincubé a la enzima con betaina aldehido 10 mM en condiclones af;aerébicas. La
enzima se desald en una columna de filtracion en gel para ellmlnar el reductor (B-

mercaptoetanol). Para mantener la enzima en condlcmnes anaeroblas se desgasifico la

preparaciéon enzimatica por vacio y se burbu;eé nltrég'" o' dura te 10 min,-como se

describe en Materiales y Métodos. Astmlsmo, todas as: soluciones :mpleadas fueron.

> co tré: que bajo estas

presencia de oxlgeno (Fig: 13) y que el grado de inactivacion y la velocidad de ésta son

muy similares a las observadas en,presencla de oxigeno y reductor. Esta fue la prueba
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mas contundente de que la inactivacién de la enzima por sus ligandos no involucra una
oxidacién. Este hallazgo permitié, ademas, descartar la formacién de un disulfuro mixto
entre la cisteina catalitica y el reductor, puesto que este experimento se realizé" en

ausencia de reductor.
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Figura 13. Inactivacién de la BADH de amaranto por incubacién con betaina aldehido 4 mM
en ausencia de O, y de agente reductor. La incubacion se realizé en amortiguador C carente de
B-mercaptuetanol. Enzima control (V). La concentracion de enzima fue de 0.25 mg/mL.

Otra forma de descartar la posibilidad de que Ia inactivacion se deba a oxidacion
por el oxigeno molecular, fue realizando las preincubaciones en presencia de agentes
reductores bajo condiciones aerobias. Se siguid la inactivacion de la enzima provocada
por la incubacién con betaina aldehido en presencia de diferentes concentraciones de
DTT (estas mismas concentraciones también se llevaron a la cubeta en ta que se realizé
la lectura). Aun en presencia de DTT 20 mM 6 B—méréép{oetanol 40 mM sigue habiendo
inactivacion 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

B-mercaptoetanol como 0.2 mM. Experimentos posteriores mostraron que la enzima se
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oxida parcaalmente durante. el almacenamlento ‘lo que expllca las diferencias de actividad o

encontradas- con: los reductore ,‘ ltas concentraclones de éstos se
produce la reactnvacnén de & enznma OXIdada por almacenamlento. slmulténeamente ala

inactivacion por la mcubaclén con el Ilgando
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Figura 14. Inactivaciéon de la BADH por incubacién con de betaina aldehido 4 mM en
presencia de agentes reductores: fi-mercaptoetanol 0.2 mM (@), 10 mM (V), 6 40 mM (O), DTT
20 mM (m). Actividad de la enzima control (no preincubada con el ligando) en presencia de 8-
mercaptoetanol 0.2 mM (4 ). La concentracién de enzima fue de 0.25 mg/mL.

Tabla 7 . Efecto de la concentracién de agentes reductores en ia inactivacion de fa BADH de
hoja de amaranto por la betaina aldehido®

Reductor Actividad residual K (min’") tiz (Min)

(% inicial)
§§ -mercaptoetanol 0.2 mM 398 + 31 0.104 =+ 0.025 6.67 + 1.57
B -mercaptoetanol 10 mM 406 *+ 19 0.046 + 0.006 1530 + 1.83
§ -mercaptoetanol 40 mM 642 + 10 0.077 + 0.010 907 + 1.10
DTT 20 mM 582 + 13 0.051 + 0.007 13.57 + 1.82

°La enzima (0.25 mg/mL) se incubd durante 180 min en presencia de betalna aldehido 4 mM bajo
las condiciones descritas en Materiales y Métodos en presencia de las concentraciones de los
reductores indicadas.
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VIl. 3..2. Punto isoeléctrico de la BADH inactivada por betaina aldehido

Para explorar si la inactivacion de la enzima por incubacion con betaina aldehido
produce alguna modificacion en ella que altere su pl. se realizd un electroenfoque en
geles de poliacrilamida, con un gradiente de pH de 4-6.5, de la enzima no incubada y de
la incubada con betaina aldehido. El punto isoeléctrico teédrico de la BADH de hoja de
amaranto es de 5.4. tanto para ia enzima codificada por el gen ahybadii4 como para la
codificada por el gen ahyhacdh17.

Ei electroenfoque reveld el mismo comportamiento de la enzima control (sin
preincubar) y de la enzima parcialmente activa por preincubacion previa con la betaina
aldehido (Fig. 22). Sorprendentemente, se encontraron tres bandas de proteinas en estos
geles. lo que podria ser el resultado de las condiciones no reductoras de la corrida, que
pudieran estar favoreciendo diferentes estados de oxidacion de la enzima, o bien deberse
a que nuestra preparacion de enzima, que es altamente homogénea en SDS-PAGE,
presenta heterogeneidad de p/ por razones desconocidas en este momento. Otra posible
explicacion es la formacion de heterodimeros correspondientes a los dos genes existentes

aunque el analisis tedrico indique que son iguales.

Figura 22, Electroenfoque de la BADH de amaranto en gel de poliacrilamida con un gradiente
de pH de 4-6.5. Carril: 1) Enzima sin preincubar. 2) Enzima preincubada con betaina aldehido 10
mMm,

La posibilidad de que la heterogeneidad sea un artefacto del procedimiento del
electroenfoque impide concluir con certeza si la betaina aldehido esta alterando el p/ de la

enzima, porque de hacerlo podria este efecto estar enmascarado.

62




V. Resultados

VIl. 3. 3. Efecto de la_incubacion con betaina aldehido en la fluorescencia de la

enzima

Puesto quve la incubacion de la enzima con sus ligandos produce una disminucion
en la actividad qué refleja bosiblemente cambios conformacionales inducidos por unién de
los ligandos, se quiso explorar si estos cambios conformacionales producian cambios en
la fluorescencia intrinseca y extrinseca, medidas por la ﬂuorescencia de los triptofanos y
del ANS, respectivamente. Estos experimentos se reahzaron unlcamente conia enzuma
incubada con betaina aldehido, puesto que es eI Ilgando que: produce la respuesta

maxima y no interfiere con la fluorescencia, como es _e! casp del NADH.

a) Fluorescencia intrinseca

Se excitd la preparacién enzimatica a 296 nm para recoger el espect;o de emisién
de fluorescencia en un intervalo de 300 a 450 nm. Se observé un Increménto en la
intensidad de fluorescencia intrinseca medida a la longitud de onda de méximé emis‘léyn'
después de la adicion de betaina aldehido 10 mM a'la preparacién de enzima (Fig 15)
Este incremento ocurre durante los primeros mlnutos de’ Ia lncubactén alcanza un
maximo a los 20 min. y se mantiene constante hasta‘, 2.51h d,espué‘:s_,v_dye jnigiada 1a
incubacion con el ligando. La longitud - de ondé méxirﬁé(i@,)gg r;\)‘:aarntl;ij\ilofon;tén’te‘
durante todo el transcurso del experimento a un valélg d¢.7§45.12 nm Los crayr‘nblps ’nb son
muy claros, posiblemente debido a que la eniiﬁa cu‘énia"éoh 6ncé res'idUos de triptofano
por mondmero. De: éstos fres estan en-o cerca del smo actuvo de acuerdo a nuestro
modelo trldnmensnonal de la’ enzuma (Gonzélez-Segura y Muﬁoz-CIares. datos sin
publicar).

La cinética del cambio en la intensidad de fluorescencia permitié calcular una
constante de velocidad (Fig. 16), ya que este cambio sigue un crecimiento exponencial

sencillo. La constante de velocidad calculada con los cambios en la fluorescencia
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intrinseca es aproximédamente 5 veces mayor a la calculada en la cinética de la pérdida

de la actividad enzimatica, por lo que no es facil correlacionar ambos procesos.

12.53—

Fluorescencia (UA)

300.0 400.0 450.0
Longitud de onda {nm)

Figura 15, Efecto de.la incubacién de betaina aldehido sobre la fluorescencia Intrinseca de la
BADH de hoja de amaranto El incremento de la fluorescencia después de la adicién de la betalna
aldehido .10 mM se da en el sentido que indica la flecha. La Agxctscien. fue de 296 nm. La
concentracion de enzima empleada fue de 0.125 mg/mL.
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Figura 16. Cinética del camblo en la intensidad maxima de fluorescencia de la BADH de hoja

de amaranto incubada con betaina aldehido 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 utlllzé el ANS como un reportero de los camblos conformacuonales
inducidos por betaina aldehldo Ia respuesta obtenida fue muy pobre No obstante. se

observé que Ia enznma es capaz de unir al-ANS, lo que provoca* un s:gnlfcatlvo

lncremento en su fluorescencia“y que, al momento de adicionar. la betalna aldehido
10 mM, hay una respuesta réplda. incrementandose un poco la fluorescencia (Fig. 17A),
pero esta fluorescencla se ve apagada con el transcurso del tiempo (Fig.. 17B) hasta
regresar ael estado lnlcial de fluorescencia (Fig. 17C). Se obtuvieron los datos de longitud
de onda de emision maxima (Ana) € intensidad maxima para cada trazo que se muestran

en la Tabla 8.

Tabla 8. Evolucién temporal de los espectros de fluorescencia extrinseca® de la BADH de
hoja de amaranto incubada con betaina aldehido (BA).

Condicién Tiempo (min) No. de Amax (NM) Intensidadmax
espectro (UA)
Enzima 0 1 478 0.58
Enzima + ANS [ 2 492 1.46
Enzima + ANS + BA 10 mM 1 3 484 1.57
Enzima + ANS + BA 10 mM 5 - 486 1.52
Enzima + ANS + BA 10 mM 10 - 490 1.49
Enzima + ANS + BA 10 mM 20 - 490 1.48
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 inspeccién visual sobre el espectro de emision.

La unién del ANS a fa enzima produce un incremento en la fluorescencia (espectro
2), lo que indica que la molécula reportera se esta uniendo a la enzima. Después de la
adicién de la betaina aldehido hay un ligero incremento de la fluorescencia y un

corrimiento hacia el azul (espectro 3). A medida que transcurre el tiempo de incubacion se
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produce un regreso.al estado original mostrado en el espectro 2. Asi los espectros.2.y 4.

. son iguales.
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Figura 17. Efecto de !a incubacién con la betaina aldehido sobre el espectro de
fluorescencia de la BADH de hoja de amaranto empleando ANS como fluoréforo..La Aesciacion
del ANS fue 360 nm. Enzima sola (1); BADH en presencia de ANS (2); BADH en presencia de ANS
y de betaina aldehido 10 mM al tiempo cero (3) y a los 60 min después de afiadir el aldehido (4).

Parece ser que la polaridad del microambiente 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 estd produciendo un cambio

conformacional de la enzima inducido por la incubacion con betaina aldehido.

Vil. 3. 4. Estado de agregacién de la enzima inactivada por betaina aldehido

El posible efecto de la incubacion de la enzima con sus ligandos sobre su estado

de agregacion se estudio por los siguientes métodos:
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a).Filtracionengel.......... e e

La eﬁzima incubada éo}ny N bétélné éldehldb 10 mM -durante . dos horas se
cromatografié- en.una columna bdeb exélvﬁslén mdlécular acopladé a un sistema de HPLC,
equilibrada y eluida con el éfnortiguédor de incubacion (amortiguador C) conten’iendo
betaina aldehido 10 mM, como se describe en Materialeé y Métodos. No se encontraron
cambios en el estado de agregacion de la enzima tras la incubacién con betaina aldehido,
ya que tanto la enzima no incubada con betaina aldehido como la incubada eluyen como
un Unico pico simeétrico (Fig. 18), con tiempos de retencién similares: 29.8 min y 29.75

min, respectivamente.

0012
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0.000

.0’00220 25 30 :;5 40 -0'00220 25 30 35 40

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién (min)

Abs,,.

Figura 18. Perfiles de eluci6n de la BADH de hoja de amaranto en una cromatografia de
exclusién molecular. A) Enzima control no incubada con betaina aldehido. B) enzima incubada
con betalna aldehldo 10 mM durante dos horas para producir la inactivacién 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 glutaraldehido

Los posibles cambios en el estado de agregacién se investigaron también por
entrecruzamiento con glutaraldehido de la enzima preincubada con y sin betaina aldehido
4 mM. El glutaraldehido es un agente entrecruzante que se une a los residuos de lisinas

de las protelnas de manera covalente formando uniones intra e intermoleculares. Si la
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betaina aldehido produce una agregacién 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 cromatografia de exclusion molecular, no se encontraron diferencias
cualitativas i cuantitativas entre la enzima que se incubé con la betaina aldehido y la
enzima que no fue incubada. Tampoco se enconlraron agregados de masa molecular
superior al dimero, lo que indica que la betaina aldehido no oligomeriza a la enzima

BADH de hoja de amaranto (Fig. 19).

_Preincubada con BA.

___Sin preincubar___ n:
030 60 420

30 60 420

Tiempo (scg)

3]
(R

M

Figura 19. Entrecruzamiento con glutaraldehido de la BADH de hoja de amaranto sin
preincubar y preincubada con la betaina aldehido. Las enzimas control y preincubada con
betaina aldehido 4 mM se entrecruzaron con glutaraldehido 30 mM durante los tiempos sefalados
como se describe en Matenales y Métodos y se sometieron a SDS-PAGE de ambas muestras. El
gel se tind con plata. Cada carnl contiene 1 25 pg de proteina M = mondmero, D = dimero y D* =
dimero entrecruzado intrasubunidad

Se puede observar que el glutaraldehido produce la formacion de dimeros 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 incubacién

con glutaraidehido. ’ .
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c) Electroforesis nativa

Por medio de electroforesis nativa en geles preformados. con un gradiente de 4 a
15% de poliacrilamida. se corrobord que la inactivacion producida por la betaina aldehido
sobre la BADH de amaranto no se debe una agregacion de la enzima, como se puede
observar en la Figura 20 Se encontro que la BADH que ha sido preincubada con betaina
aldehido 10 mM durante 120 min, y que ha perdido el 52% de su actividad original. corre
de la nuisma forma que la enzima que no ha sido tratada. En esta electroforesis se
observaron unas bandas débiles de proteina, correspondientes al tetramero, tanto en el

carril de la enzima control como en el de la tratada.

Tetramero —p -

Dimero —V\i*-, L u———

Figura 20. Electroforesis nativa de la BADH de hoja dec amaranto en un gradiente de 4-15%
de poliacrilamida. Carrit 1. Enzima control no incubada con betaina aldehido; carril 2: enzima
incubada con betaina aldehido 10 mM durante 120 min En cada carril se aplicaron 0.25 pg de
proteina totales. El gel se tifio con plata como se describe en Materniales y Métodos.

Vii. 3. 5. Estado de agreqgacion de la enzima inactivada por glicina betaina

El experimento de filtracion en gel anteriormente descrito para betaina aldehido se
hizo también con glicina betaina. Se incubé a la enzima con 200 mM de glicina betaina

durante tres horas, lo que llevé a la pérdida de aproximadamente el 30% de su actividad
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nactlva se

ialm.

...original _(Fig. 21A).. La enzuma P

cromatograﬂa de flltraclén en gel en‘ n columna acoplada a.un 5|stema de HPLC

equmbrada con el m|smo amomguador' e qu‘ se encontraba la enznma, es. declr,‘

gllcuna betalna 200 mM La cromatografla'clarament ‘demostrb que la enzuma se esté
agregando en tetrameros inactivos (Fig. '21B). El *orcentaje de enzlma que se-agrega,
determinado como el drea del pico del tetrémero con respecto a Ia suma de las areas de
fos dos picos, es muy similar al porcentaje de enznma que se encuentra inactiva después
de que se ha tratado con la glicina betaina. Env este caso al menos, la velocidad y el grado

de inactivacién dependeran de la concentracion ‘de enzima, aunque esto no se ha:

determinado aln.

1004 Dimero (72%)
(activo)
O'OST .
— 804 :
3 ‘
g5 ® E 004} '
23 e r Telramero (26%)
B E 401 & {inactivo)
TR < 0,02
B 20{ A
o 0.00 - X ~ )
0 50 100 150 0 10 -20 30 40
Tiempo (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 21, Efecto de la preincubaci6n con la glicina betaina sobre la actividad (A) y estado
de agregacién (B) de la BADH de hoja de amaranto. La enzima (0.25 mg/mL) se incubé con
glicina betalna 200 mM y después de 3 horas se examind su estado de agregacion por
cromatografia de filtracion en gel como se describe en Materiales y Métodos.

Por tanto, el mecanismo de la inactivacién provocada por la glicina betaina es
diferente a! de la inactivacién provocada por la betaina aldehido, io que pudiera explicarse
por un efecto fisicoquimico no especifico de la primera, dadas las altas concentraciones

de osmoprotector usadas en este experimento.
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.Ml 1, MECANISMO CINETICO DE LA INACTIVACION

‘La mcubacuSn de la: enzlmavcon sus ligandos produce una Ienta inactivacion
depend:ente de la concentracién de éstos que . alcanza' una meseta después de
transcurrldo unvtlempo. En el caso de la betaina aldehido se pudo establecer que a
‘saturécién" éoﬁ:este Iigahdo sél'o. se pierde aproximadamente el ‘50% de la actividad.
Como se discutié en Resultados, los datos de inactivacion obtenidos cualitativamente son
‘consls’tentes con el mecanismo cinético. mostrado en el Esquema 2 (pégina 40). Sin
erhbafgo, ‘existen inconsistencias cuantitativas entre el modelo y los resuitados obtenidos
en las incubaciones de la enzima con betaina aldehido.

’Por un lado, el mejor ajuste de la grafica de kus versus [L] se obtuvo a una
hlpérbola equilatera que pasa por el origen, lo que sugiere que el valor de la constante de
velocidad d‘ere'activacién. kz es mu;/ peqUeﬁo. En este mismo ajuste se estimé un valor
de Kmax de 0.064 (m‘in").l vaior que der ser ciena I'a conclusién anterior deberia ser muy
cercano aI valor de kz. puesto que k,m es Ia suma de k3 y k. Por lo tanto, la Keqz deberia

ser muy superior a. 1

, por conslgunente Ia Inact,ma, mayor a la encontrada en el ajuste

de los datos de In I S la [L' "S se supone que el complejo E*L es totalmente

mactlvo. el valor estimado; para Ia suglere un ’alor de la Keqz de 1, es decir que ky y k.2

ado para Inact.max pudiera deberse a que el

complejo E'L fuese parcialmente actlvo 'Ios valores de la K, estimados en ambos ajustes,

el de Kobs vers y‘el de Inéct versus [L), deberian ser muy diferentes y no iguales
como lo encontrad > Ello es porque el primer grafico nos da el valor real de Ky , mientras
que el segundo da una constante de disociacién aparente, K’y que es el cociente entre la
realy (Kegz + 1). Aun en el caso de que K. valiese 1, K'q deberia ser la mitad de la K,. De

hecho, probablemente por ser la K’y mucho menor a la Ka no se observé reversibilidad de
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la - inhibicién - por- dilucién- de - la - mezcla-de incubacién y sélo se observa reactivacion
cuando el ligando se elimina totalmente del medio en el que se encuentra la enzima.

Por estas razones creemos que sera necesario hacer los experimentos con mayor
precision, ampliando el niumero de concentraciones de ligando y de los tiempos usados en

las incubaciones, para poder estimar los parametros cinéticos con mayor confiabilidad.

Vill. 2. BASES MOLECULARES DE LA INACTIVACION POR LIGANDOS

Por el momento, es poco lo que se puede decir sobre las bases moleculares del
mecanismo de la inactivacion de la enzima inducida por su incubacién con ligandos, con
excepcion de la inducida por la glicina betaina, que se debe a la asociacién de los
dimeros activos en tetrameros inactivos. Sabemos que la inducida por betaina aldghidzo
no involucra la oxidacién de la cisteina esencial y no conlleva cambios en el: 'éstédb dé,
agregaclén de la enzima. La inactivacién parcial de la BADH de ho;a de amaranto
provocada poi-la incubacién con cualqulera de sus ligandos pudiera ser el reﬂejo de un
camblo conformacional reversible. o

Son numerosas las enzimas que experimentan cambios conformacionalés al unir a
sus sustratos, cambios que generalmente forman parte del mecanismo catalitico 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 Gnico indicio que por estudios
de velocidad inicial puede tenerse de ellos es el observar un mecanismo cinético
estrictamente ordenado en una reaccion multisustrato, en la que se supone que la unién
del primer sustrato produce re-arreglos del sitio activo que permiten la union del segundo
0 sucesivos sustratos (Cleland, 1963; Segel, 1993). En las proteinas oligoméricas, si los
cambios producidos en un sitio activo se transmiten a otros sitios activos vacios afectando
su capacidad de unir a los sustratos, se produce el fenémeno de cooperatividad entre los

sitios, ya sea ésta positiva o negativa (Monod et al., 1965; Koshland, 1958). Los cambios
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conformacionales. inducidos . por. ligandos que.se. observaron con Ia BADH de ho]a de

amaranto son diferentes a los casos menmonados puesto que 1) ocurren solamenle bajo

condiciones no cataliticas y 2) producen una mactlvacié e élo e revnerte

cuando se elimina totalmente el ligando. Por e|Io. se asemeja al fendmeno- de inhlb|c|én

por “union lenta” (slow binding) del Inhibldor. enel que Ia“" nlén Inlcia » plda del inhlbidor '

induce una cambio conformacional lento que Ileva a una unlén més fuene entre Ia enzima
y el inhibidor. » e

En el caso de la betaina aldehido, el compléjb Eﬁiimé‘eBA podria ser resultado'de:
de la formacién del tiohemiacetal con el tiol de la cisteina esencial, igual que ocurre
durante el ciclo catalitico. Aunque la union del aldehido con la enzima sea rapida, la
reaccion con el tiolato de |a cisteina catalitica puede ser lenta cuando sélo esta unido este
sustrato a la enzima. Al no estar el NAD* presente durante la formacién de este complejo
covalente Enzima-BA el nucleétido ya no podria entrar al sitio activo para dar el complejo
ternario productivo, o si lo hace, lo_ haria en forma tal que no se pueda producir la
transferencia del hidruro y la oxxdamén por tanto de la betaina aldehido. Se espera que la
elucidacion de la estructura tndlmensional de la enzima permita probar esta hipotesis.

De ser éste el mecanismo molecular de la inactivacién, ya a saturacién por el
ligando se alcanza un maximo de inhibicion de aproximadamente 50% de la actividad
inicial, pareciera que de los dos sitios activos que consta la molécula de BADH sélo uno
de ellos participa en la formacion del tiohemiacetal que conduce a la inhibicidn, 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 olras aldehido deshidrogenasas, pero en estos casos la reactividad ha sido
determinada frente a un reactivo especifico de grupo que produce modificacion quimica
de algin residuo de aminoacido del sitio activo. Ademas, la modificacién de un solo sitio

activo-en el caso de enzima diméricas o de dos sitios activos, en el caso de las
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tétraméricas, éondu’ce a. Ia ‘pérd'ida totél de. la actlvldad enzimética -Sin embargo, en

nuestro caso parece que: el otro sitio’ actwo si bien no es capaz de interactuar con el

inhibidor (sustrato en este caso) si mantlene su pacldad catalitica integra. Para poder

hacer esta afirmacidon con absoluta cerleza se. deben hacer estudios cinéticos de estado
estacionario, que escapan al alcance‘de esta tesns, de manera que se determinen los
parametros cinéticbs de la eﬁzima iné?ctlvéda por incubacién con el ligando.

De probarse esta hipﬁtesis, pareceria que solo se ocupa un sitio activo a la vez, es
decir, que existe alternancia de:los sitios en la catélisis, lo que podria ser la base de ia
reéctlvidad ‘de la mitad de los sitios. Poar ello, el hallazgo de esta inactivacion parcial por
betaina aldehldo puede ser de importancia para entender e! mecanismo de reaccion de
las BADHSs de plantas, de las cuales la enzima de amaranto es un ejemplo. A diferencia
d'e la cooperatividad positiva, al fenémeno de reactividad de la mitad de los sitios, y en
forma mas general de cooperatividad negativa, no se le ha dado hasta el momento un
significado fisiolégico claro. En el caso de la BADH de hoja de amaranto si podria tenerio,
como se discute mas adelante.

Claramente, este posible mecanismo de modificacion covalente por el ligando no
aplica a la inactivacion inducida por los nucledtidos, que pudieran tener mecanismos de
inactivacion diferentes al de betaina aldehido, como lo tiene la glicina betaina. Se requiere

mas trabajo experimental para aclarar este importante aspecto.

Vill. 3. IMPLICACIONES FISIOLOGICAS DE LA INACTIVACION DE LA BADH POR

SUS LIGANDOS

La inactivacién de la BADH de hoja de amaranto por incubacién con sus ligandos
solo 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

cataliticas, lo que posiblemente se deba a que los sitios activos estan ocupados
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'solo sustrato no se mantiene ...

constantemente_por los dos sustratos y | la ocupaclén p

un tiempo sufcientememe Iargo para dar Iugar a la mactivaclén Otra posnble razén no
incompatible con la anterlor. es que Ia unién de betalna aldehldo ala enzima libre no sea k
igual que su unién al complejo E—NAD‘ yque sblo en el primer caso se lnduce el camblo
conformacional que lleva a la unién fuerte del aldehldo, cualquiera que sea el mecanismo v
por el que ésta ocurre, y a la inactivacion parcial de la enzima. Hay que recordar ;qu}e el
mecanismo cinéiico de la enzima es ordenado y que el NAD' es el sustrato qUe sé uné en
primer lugar (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993). o

EI posnble slgmflcado fisioldgico de la inactivacién parcral de la enzlma Inducida por. »
betaina aldehldo sola o en presencia de NADH, cualqulera que sea el mecanlsmo
molecular que la produce, seria el de evitar que un exceso: del aldehldo con respecto al

NAD‘ conduzca al agotamiento del nucledtido oxrdado En este organelo

la poza del par NAD'/NADH no esta en equrhbrlo con la del NADP'/NADPH por lo que los
niveles: de NAD* no se pueden regular medlant as eacclones fotosintéticas de
asimilacion del carbono Hay que -tomar en. cuenta ademés que la:reaccién -catalizada
por la BADH es |rrevers|ble (Valenzuela Soto y Muﬁoz-Clares. 1994) y que el producto
acido de Ia rqggclén, Ia glici‘na:‘betalna. no inhibe’ significativamente, ain a altas -
concen‘tracione;" (V'alre'niﬁélé\-é‘otézy Mufioz-Clares, 1993). El otro producto, el NADH, s!
es un inhlbldor y, lo crue es mas interesante, a diferencia de la mayoria de: las
deshldrogenasaé conocidas, produce una inhibicién mixta con respecto al NAD'. Esto
significa que es un inhibidor mas efectivo que si produjese inhibicién competitiva (Cornish-
Bowden, 1995).

Se ha hecho la analogia de una reaccién irreversible a la de un coche sin frenos
moviéndose cuesta abajo. Dejar a la reaccién que proceda sin control seria catastréfico
para la célula, porque podria llevar a un peligroso desbalance del par NAD*/NADH.

Nuestra hipétesis, basada en los estudios que se presentan en esta tesis y en los estudios
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cinéticos previos de nuestro laboratorio (Vojtechova et al., 1997b; Munoz-Clares y Mdjica-

Jiménez 2001), es que la betaina aldehido y el NADH actaan séparéda y conjuntamente -
aportando los frenos que la reaccion necesita. No sélo la unién de cualquiera de ellos,

especificamente betaina aldehido, a un sitio activo vacio provoca una inactivacion parcial,

lo que es una respuesta relativamente lenta, sino que ambos producen inhibicién que se ‘
potencia, dado que la inhibicion por el sustrato betaina aldehido ocurre principalmente pior ”
union al complejo E-NADH. Esta inhibicion ocurre a concentraciones de betaina aldehldo
saturantes para la reaccién, similares a las que producen la inactivacion maxima., De »
hecho, una concentracion de betaina aldehido semejante a la K, aparente encontrada en
este trabajo para el efecto de betaina aldehido (.0401 mM), produce aproximadamente‘el
50% de [a Inhibicién observada ba]o las mismas condiciones de pH y temperatVUra »

(Vojtechova et al., 1997b). De esta forma. un exceso de betaina aldehido tiene un doble:

efecto: inmediato, inhibiendo aun bajo condmlones cataliticas, y a mas Iargo plazo,

inactivando bajo condnclones no ca lca . Ambos efectos son parcnales. por lo q

ningn caso se llega a abolir la activldad ‘de Ia enzima y reverslbles. pero ia; reactlvaclén 5

requiere. una disminucién enla concentraclén del aldehido hasta nlveles-mé ba]os que

los requeridos para producir la inactivacion.

lgualmente, la inactivacion por glicina betaina causada pof a‘gre’ga‘lclén es posible
que ocurra in vivo. En nuestros experimentos se uso una concentracién de enzima muy
por debajo de las que estan presentes en el estroma de los cloroptastos, donde se estima
que la concentracion total de proteina es del 40% (p:p) (Ellis, 1979). Por tanto, es posible
que a las allas concentraciones de glicina betaina que se llegan a alcanzar después de un
periodo de estrés osmético, sumado al bajo potencial de agua que caracteriza al medio
Intracelular de una célula sometida a estrés, favorezcan las interacciones proteina-

proteina y la proporcion de BADH en forma tetramérica inactiva sea alta.
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Los efectos negativos-de los ligandos sobre la actividad ,dé,la;BAl?‘H.‘que,es:‘der
esperar se produzcan en forma significativa después de un periodo’de estrés’osmético,
podrian ser las causantes del fenémeno observado de que la acumulacion de glicina
betaina sélo tiene lugar en las primeras horas de estrés (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares
1994). Después de este tiempo, se empieza a acumular prolina, que si es metabolizable y
por tanto puede ser usada por la planta una vez que se superan las condiciones adversas.

Cada vez es mas claro que la sintesis del osmoprotector glicina betaina requiere
de un control estricto para evitar no sélo la sintesis incontrolada de este compuesto, que
al no metabolizarse posteriormente puede significar un desperdicio de carbono y
nitrégeno, ' sino "también situaciones potencialmente catastréficas, como seria el
agotamiento del NA:D” intracloroplastico. Para tener una visién completa de la regulacion
de laVlé cloroplastica de sintesis de glicina betaina, una via corta que involucra sélo a
dos reaccidnes, 'seré necesarjo no sélo completar los estudios de regulacion de la BADH,
sino comenzar'a estudiar también la regulacién de 1a enzima que la precede, la CMO.
Asimismo, se requié’re'flétérmina'r los niveles intracloroplasticos de betaina aldehido,
NAD* y NADH .y los .cambios que esfos niveles experimentan a medida que el estrés

transcurre.
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1X.-Resumen de resultados y conclusion general

“RESUMEN DE RESULTADOS

Laincubacion de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa de hoja de amaranto
con ligandos (betaina aldehido, glicina betaina NAD', NADH, AMP, ADP y ATP)
produce una inactivacién parcial de la enzima que sigue una cinetica de

pseudoprimer orden.

La constante de velocidad y el grado de inactivacion depende hiperbolicamente de
la concentracion de ligando, indicando la formacion de un complejo E-Ligand'o

intermediario.

La preincubacion de la enzima con los ligandos betaina aldehido y NADH no es
aditiva. Cuando ambos ligandos estan presentes producen la misma inactivacion

méxima que cuando s6lo lo esta la betaina aldehido.

La inactivacion se revierte cuando se retiran los ligandos por dialisis o por filtracion
en gel del medio de preincubacién; sin embargo, no se pudo réverﬁr ,c'l.g'avﬁdq're[

ligando se diluye en el medio de ensayo.

La inactivacion por betaina aldehido es mdependlente de Ia pres cia de oxtgeno.
no se debe a la formacién de peréxido de hidrégeno y raducales hldI’OXIlo durante

la preincubacion.

La inactivacion por betaina aldehido no se debe a cambios en el estado de

agregacion de la enzima, pero si la producida por glicina betaina

La incubacién de fa enzima con betaina aldehido produce cambios minimos en el
espectro de fluorescencia, que parecen indicar posibles cambios conformacionales

propios del sitio activo.
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1X. Resumen de resultados y conclusion general

CONCLUSION GENERAL e

En el caso de la BADH de hoja de amaranto se encor‘ltrb‘ que en édndiéiones no
cataliticas existe una regulacion por sus ligandos. Esta regulaciéb cbnlleva a una pérdida
parcial y reversible de la actividad catalitica. Esta regulacion, :unki’da ala qué ejercen los
ligandos en condiciones cataliticas, podria ser de gran imponénbia béra evitar que la

célula sufra un desbalance metabdlico.
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XI. Perspectivas

Es de gran importancia que se caracterice cinéticamente a la enzima parciaimente
activa que se produce tras la incubacién con sus ligandos. Para que de esta forma

se pueda llegar a dilucidar el mecanismo de regulacion de esta enzima.

Asi mismo sugerimos que se indague mas acerca del papel que tienen las
cisteinas en el proceso de regulacion-inactivacion de la enzima por sus ligandos.
Tomando en cuenta la cantidad de cisteinas tan exuberante que tiene esta enzima,

raro de proteinas intracelulares.

Seguir los cambios conformacionales de la enzima .inducidos por sus ligandos

mediante otro tipo de experimentos como la calorimetria.
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