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1. Resumen. 

Las aldehído deshidrogenasas (ALDHs) son un grupo de enzimas que catalizan la 

oxidación (deshidrogenación) de aldehídos a su respectivo ácido carboxílico. A la 

fecha, se han identificado 19 genes de ALDHs en el genoma humano. Estas 

enzimas participan en una amplia variedad de procesos biológicos incluyendo la 

desintoxicación de aldehídos generados exógena y endógenamente. La 

acumulación de dichos aldehídos genera daño mitocondrial, peroxidación lipídica y 

altos niveles de especies reactivas del oxígeno (ERO), tal como ocurre en procesos 

neurodegenerativos y en diferentes enfermedades como el síndrome de Sjögren-

Larsson, la hiperprolinemia de tipo II y la aciduria γ- hidroxibutírica. 

En el presente trabajo se evaluó el efecto de la 2-2´-ditiopiridina (aldritiol), sobre las 

propiedades cinéticas de la aldehído deshidrogenasa clase 1 humana (ALDH1A1). 

Se determinó que este compuesto es un activador no esencial de tipo mixto para 

ALDH1A1, que se une fuertemente al sitio de unión del aldehído dentro del “sitio” 

catalítico. Dicho compuesto, incrementa la eficiencia catalítica de esta enzima por 

aldehídos producto de la lipoperoxidación tales como acroleína, 4-hidroxi-2-hexenal 

y 4-hidroxi-2-nonenal. Por otro lado, al evaluar el efecto del aldritiol en otras 

isoformas de ALDH (2, 3 y 5) se observó un incremento en la actividad de estas,  

siendo la única diferencia la concentración de aldritiol requerida para alcanzar la 

máxima activación. Al observar que este compuesto es capaz de activar a las 

isoformas de las ALDHs humanas, se evaluó su efecto sobre la actividad de otras 

enzimas no relacionadas a las ALDHs, como la alcohol deshidrogenasa. A este 

respecto, no se observaron cambios en su actividad en presencia y ausencia del 

aldritiol, lo cual sugiere que el efecto de activación es específico en las diferentes 

ALDHs  a las concentraciones utilizadas (se requiere ensayar otras enzimas no 

relacionadas a las ALDHs). Por lo anterior, es importante profundizar en la 

caracterización del efecto de este compuesto sobre las propiedades cinéticas de las 

ALDHs;  ya que la posibilidad de modular la actividad de estas enzimas, nos 

permitirá en un futuro proponer nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan a 

disminuir la acumulación de aldehídos lipídicos y con ello a la mitigación del estrés 

oxidante, preservando la integridad celular en diversos padecimientos. 
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2. Introducción. 
2.1. Generalidades de las enzimas. 

Las enzimas son proteínas que funcionan como catalizadores biológicos en los 

organismos vivos, disminuyendo la energía de activación de una reacción para 

favorecer la generación de los productos. Los catalizadores logran disminuir esta 

energía al unir los reactivos (sustratos) dentro de su sitio catalítico o sitio activo, con 

el fin de facilitar la ruptura y formación de enlaces (puentes de hidrógeno o 

interacciones electrostáticas) que dan origen al producto de la reacción (Figura 1). 

 

Figura 1. Energía involucrada en una reacción. En la gráfica se muestra la 
diferencia dela energía requerida para llevar a cabo una  reacción en 

presencia (-) y ausencia (-) de un catalizador. 

En una enzima, el sitio activo está formado por diferentes aminoácidos que poseen 

cadenas laterales pequeñas o grandes, ácidas o básicas, hidrofílicas o hidrofóbicas, 

lo cual, le proporciona especificidad y capacidad catalítica. Las enzimas son 

catalizadores extraordinarios, pues pueden incrementar la velocidad de una 

reacción de 5 a 17 órdenes de magnitud y además son altamente específicas, 

logrando discernir entre sustratos con estructuras similares (Nelson, Cox,  2015). 

Esto se debe al reordenamiento de enlaces covalentes entre sustratos y grupos 
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funcionales de la enzima, formando enlaces covalentes transitorios, activando al 

sustrato o transfiriendo transitoriamente un grupo funcional del sustrato a la enzima 

durante la reacción, por lo general estos cambios ocurren en el sitio activo. Los 

cambios conformacionales que sufre la enzima en este proceso, así como la nueva 

orientación que adoptan los sustratos, se denomina ajuste inducido, en donde 

también intervienen enlaces débiles como puentes de hidrógeno o interacciones 

electrostáticas que pueden afectar la estructura de toda la enzima. 

2.2. Cinética enzimática. 

La cinética enzimática se encarga del estudio de las reacciones químicas en las que 

intervienen enzimas como catalizadores, nos permite conocer mejor el mecanismo 

mediante  el cual interaccionan las enzimas con sus sustratos  en una reacción y 

cómo se puede afectar su actividad en presencia de un modulador, ya sea 

inhibiendo o potenciando dicha actividad. 

Las reacciones enzimáticas están regidas por los mismos principios generales de 

las reacciones que no son catalizadas, es decir, las enzimas no afectan la relación 

sustrato-producto o el equilibrio de la reacción, lo único que afectan es la velocidad 

de la reacción. A concentración baja de sustrato, la velocidad inicial (v0) de la 

reacción es casi proporcional a la concentración del sustrato y la reacción es 

aproximadamente de primer orden, pero a medida que la concentración del sustrato 

aumenta, la velocidad inicial de la reacción disminuye y deja de ser proporcional a 

la concentración del sustrato, en estas condiciones el orden de la reacción es mixto. 

Al aumentar la concentración del sustrato, la velocidad de la reacción se vuelve 

independiente de dicha concentración y se aproxima de una manera asintótica a un 

valor constante, en este intervalo de concentración de sustrato la reacción es de 

orden cero con respecto al sustrato y por esto es que se le conoce como el punto 

de saturación. 

 

Nota: La velocidad inicial (v0) de una reacción es en la que existe una relación lineal entre [S] y la 

velocidad de generación del producto, en una condición donde el consumo de [S] no es mayor al 

5%. 
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La unión del sustrato [S] a  la enzima [E] ocurre de forma reversible, formando un 

complejo enzima-sustrato [ES]. Posteriormente, este complejo se disocia 

generando el producto y la enzima libre, lista para iniciar un nuevo ciclo catalítico. 

En este punto el paso limitante de la reacción es la descomposición del complejo 

[ES], para la formación del producto (Ecuación 1, cinética de Michaelis-Menten). 

[𝐸] + [𝑆] ↔ [𝐸𝑆] → [𝐸] + [𝑃] 

Ecuación 1. Cinética de Michaelis-Menten. 

De lo anterior, deriva la ecuación de Michaelis-Menten, que define la ecuación de 

velocidad de una enzima para un solo sustrato. Dicha ecuación relaciona la 

velocidad inicial (v0), la velocidad máxima (Vmax) y la concentración inicial de 

sustrato [S], a través de la constante de Michaelis-Menten  (Km) (Ecuación 2).  

𝑉0 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
 

 Ecuación 2.  Ecuación de Michaelis-Menten. 

El valor de Km, representa la concentración de sustrato a la cual se alcanza un 

medio de la velocidad máxima, estos términos pueden obtenerse de la 

representación gráfica de esta ecuación (Figura 2) (Nelson, Cox,  2015). 

 

Figura 2. Gráfica de Michaelis-Menten. 
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La ecuación de Michaelis-Menten se puede transformar algebraicamente al realizar 

el doble recíproco de cada miembro de la ecuación 2. 

1

𝑉0
=

𝐾𝑚
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

+
1

𝑉𝑚𝑎𝑥
 

Ecuación 3. Ecuación de Lineweaver-Burk. 

La ecuación 3 se conoce como regráfico de Lineweaver-Burk y nos permite 

determinar con mayor precisión el valor de Vmax, debido a que en la representación 

no lineal de la ecuación de Michaelis-Menten el valor de Vmax, solo es un 

aproximado, pues se considera una concentración de sustrato infinita (Figura 3) 

(Nelson, Cox,  2015). 

 

Figura 3. Representación gráfica de la ecuación de Lineweaver-Burk. 

Las reacciones enzimáticas se pueden ver afectadas por diversos factores, entre 

los que destacan la concentración de los sustratos, contenido de sales, cambios en 

el pH y temperatura (Copeland, 2000), tal como se describe a continuación. 

2.2.1. Efecto del pH. 

Cada enzima tiene un pH óptimo, que le confiere estabilidad estructural y catalítica, 

modificaciones en los valores de pH alteran el grado de ionización de los diferentes 

aminoácidos que conforman a las enzimas, alterando su estado conformacional y 

1/Vmax 

1
/v

0
 

1/[S] 

-1/Km 
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con ello su actividad. A continuación se describen tres formas en las que el pH 

modifica la actividad de las enzimas: 

1. pH extremo (< 4 y > 10), en estos intervalos de pH casi todos los residuos de 

los aminoácidos han cambiado su grado de ionización alterando la estructura 

tridimensional de la enzima, lo que puede llevar a la pérdida de actividad 

parcial o total, este cambio puede ser irreversible. 

2. Los cambios de pH en un intervalo de  4 a 10 afectan con menor impacto a 

los grupos ionizables. Sin embargo, al modificar el grado de ionización de los 

residuos involucrados en el sitio activo, la actividad enzimática puede variar 

de manera significativa (Copeland, 2000). 

3. Los cambios en el pH no solo afectan a la enzima, sino también al sustrato 

modificando la unión enzima-sustrato.  

2.2.2. Efecto de la temperatura. 

Al incrementar la temperatura de una reacción aumenta su velocidad, esto se debe 

a que las moléculas alcanzan más fácilmente la energía cinética necesaria para 

superar la energía de activación. Sin embargo,  este incremento en la temperatura 

también afecta la estructura de la enzima, debido a que se rompen enlaces débiles 

como puentes de hidrógeno y enlaces iónicos, por lo que la actividad enzimática 

comienza a disminuir. Debido a estos dos fenómenos existe una temperatura óptima 

para cada reacción (Figura 4) (Copeland, 2000). 

 

Figura 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática. 
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2.2.3. Moduladores enzimáticos. 

Las enzimas pueden ser reguladas por una gran variedad de moléculas, entre las 

que se encuentran: inhibidores, los cuales bloquean la catálisis; activadores, que 

aumentan la catálisis y cofactores, que son necesarios para la actividad enzimática. 

2.2.3.1. Inhibidores enzimáticos. 

El estudio de los inhibidores enzimáticos ha permitido obtener una gran cantidad de 

información sobre el mecanismo de la catálisis enzimática, sobre la especificidad 

por los sustratos, la elucidación  de la naturaleza de los grupos funcionales 

presentes en el sitio activo y cómo estos ayudan a la estabilización de las enzimas. 

Al hablar de inhibidores se tiene que mencionar que estos se pueden clasificar en 

dos grandes grupos:   

1. Inhibidores reversibles: a este grupo pertenecen las moléculas que se unen 

a la enzima de forma no covalente. Existen tres tipos: a) competitivos, b) 

acompetitivos y c) mixtos.   

a). Inhibidores competitivos: estas moléculas, compiten con el sustrato de la enzima 

por el sitio de unión y al ocupar este sitio impiden la formación del complejo [ES], 

afectando la catálisis; esto se debe a la semejanza estructural entre el inhibidor y el 

sustrato. Este tipo de inhibición afecta la afinidad de la enzima por el sustrato (Km), 

pero no la Vmax y el efecto se puede contrarrestar al incrementar la concentración 

del sustrato para desplazar al inhibidor (Figura 5) (Nelson, Cox,  2015). 
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Figura 5. Representación gráfica de la inhibición competitiva (Mckee, 2014). 

b). Inhibidores acompetitivos: las moléculas de este grupo solo se pueden unir al 

complejo [ES] formando el complejo [ESI]. En este tipo de inhibición disminuye tanto 

la velocidad máxima, como el valor de Km aparente (Figura 6). 

 

Figura 6. Representacin gráfica de la inhibición acompetitiva. 

c). Inhibidores mixtos: en este grupo se encuentran las moléculas que se unen en 

un sitio distinto al del sustrato, pero se pueden unir tanto a la enzima libre, como al 

complejo [ES], incrementando el valor de Km y disminuyendo el valor de Vmax 

(Figura 7) (Nelson, Cox,  2015). 
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Figura 7. Representación gráfica de la inhibición no competitiva mixta. 

2. Inhibidores irreversibles: son moléculas que se unen de manera covalente a 

la enzima, destruyen un grupo funcional de la enzima que es vital para llevar 

a cabo su función o forman asociaciones no covalentes muy estables, en 

cualquiera de los 3 casos es imposible alcanzar la actividad normal de la 

enzima que se ha unido a estos compuestos. 

2.2.3.2. Activadores enzimáticos. 

Por lo general los activadores son moléculas inorgánicas pequeñas que estimulan 

la actividad catalítica de las enzimas pero no participan en la reacción, estos 

activadores pueden interactuar con la enzima libre o con el sustrato libre. Cuando 

el activador se une a la enzima libre, puede promover interacciones entre la enzima 

y el sustrato, que confieren mayor estabilidad catalítica y con ello promover un 

incremento en la actividad. Por otro lado, también existe el caso donde el activador 

se une al sustrato libre, dicho complejo puede ser reconocido con mayor afinidad 

por la enzima e incrementar la eficiencia catalítica de la reacción (Figura 8).  

A) Unión a enzima libre 
 

[𝐸] + [𝐴] ⇌ [𝐸𝐴] 
[𝐸𝐴] + [𝑆] ⇌ [𝐸𝐴𝑆] ⇌ [𝐸𝐴] + [𝑃] 

 
 

B) Unión a sustrato libre 
 

[𝑆] + [𝐴] ⇌ [𝑆𝐴] 
[𝑆𝐴] + [𝐸] ⇌ [𝐸𝑆𝐴] ⇌ [𝐸] + [𝑃𝐴] 

[𝑃𝐴] ⇌ [𝑃] + [𝐴] 

Figura 8. Tipos de interacción entre un activador y una enzima. 
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Los activadores se pueden clasificar de la siguiente manera: 

1. Activadores esenciales: en este caso la enzima no lleva a cabo su función en 

ausencia del activador, lo anterior puede tener varias explicaciones:  

a). El sustrato y el activador se unen en diferentes sitios de la enzima y pueden o 

no tener influencia entre ellos, pero solo se llevará a cabo la catálisis cuando se 

forme el complejo activador-enzima-sustrato [EAS]. En este sistema el activador 

puede afectar los valores de Vmax y Km dependiendo del valor de  

b). El activador se une a la enzima libre y el sustrato solo se puede unir a este 

complejo [EA], de tal modo que solo el complejo [EAS] es capaz de llevar a cabo la 

catálisis, pero este sólo se puede formar si previamente se forma el complejo [EA] 

(Cardellá, 2013). 

2. Activadores no esenciales: la reacción no requiere de la presencia del activador 

para llevarse a cabo; sin embargo, la presencia de este incrementa la actividad de 

la enzima. 

2.3. Generalidades de los aldehídos. 

Los aldehídos son moléculas altamente reactivas que se generan a partir de 

precursores endógenos y exógenos químicamente diversos. Los efectos mediados 

por aldehídos varían de los efectos homeostáticos y terapéuticos a los citotóxicos y 

genotóxicos. Una de las vías más importantes para el metabolismo de los aldehídos 

es su oxidación a ácidos carboxílicos por la acción de las aldehído deshidrogenasas 

(ALDHs) (Vasiliou et al., 2000). Como se mencionó previamente, los aldehídos 

pueden tener un origen endógeno o exógeno. Un ejemplo de aldehídos endógenos 

son: el retinaldehído, dihidroxifenilacetaldehído (DOPAL) y succinato semialdehído; 

moléculas importantes en el crecimiento y trasmisión de señales respectivamente 

(Vasiliou et al., 2000). Dentro de los aldehídos exógenos se encuentran la glucosa  

(polihidroxialdehído) o a la vainillina, compuesto encargado del sabor en la planta 

de la vainilla. Algunos otros aldehídos útiles para el ser humano son el formaldehído 

(gas tóxico), el cual se utiliza en la industria para la producción de plásticos 

termoestables. Aunado a esto las soluciones estabilizadas de este compuesto se 
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usan como desinfectantes o preservadores de tejidos (Fieser et al.,1985). Otros 

aldehídos además del formaldehído, como acetaldehído y acroleína,  provienen de 

la combustión incompleta de hidrocarburos, por lo que están presentes en el 

ambiente en forma de smog. Los aldehídos alifáticos y aromáticos, proporcionan 

olor y sabor a las frutas y vegetales. En los animales, algunos aldehídos son 

utilizados para la comunicación y defensa (Esterbauer et al., 1991). 

Los aldehídos se pueden dividir en 4 grupos:   

1. Alcanales saturados: solo presentan un grupo carbonilo como acetaldehído, 

propionaldehído o hexanal. 

A B C 

  
 

Figura 9. Estructura de A) acetaldehído, B) propionaldehído y C) hexanal. 

2. Alquenales insaturados: presentan el grupo carbonilo y una sustitución con 

otro grupo funcional como el 4-hidroxi-2-nonenal  y crotonaldehido. 

A B  

 

 

Figura 10. Estructura de A) 4-hidroxi-2-nonenal  y B) crotonaldehído. 
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3. Aldehídos aromáticos: presentan en su estructura un grupo aromático como 

el benzaldehído. 

 

Figura 11. Estructura del benzaldehído. 
4. Dicarbonilos: presentan dos grupos carbonilos en su estructura como el 

malondialdehído   

 

Figura 12. Estructura del malonaldehido. 

La desintoxicación de los aldehídos se lleva a cabo a través de la oxidación de su 

grupo funcional carbonilo, para transformarlo en un ácido y reducir con esto su 

toxicidad, de esta manera se puede eliminar del organismo más fácilmente (Vasiliou 

et al., 2000). 

2.4. Generalidades de las ALDHs.  

Las ALDHs pertenecen a una superfamilia de enzimas que catalizan la conversión 

de una amplia variedad de aldehídos generados endógena y exógenamente a sus 

correspondientes ácidos; a través de una reacción dependiente de NAD(P)+ 

(Vasiliou et al., 2005). 

Estas enzimas se encuentran localizadas en diferentes compartimentos celulares, 

como son: citosol, mitocondria, núcleo y retículo endoplásmico; se expresan de 

manera constitutiva y son tejido específicas (Dolores, 2000). En el humano se han 

descrito 19 genes que codifican para diferentes isoformas de ALDHs y tres 

pseudogenes, siendo las isoformas más estudiadas ALDH1A1 (expresada 

principalmente en: hígado, cerebro, ojos, células rojas, riñón, testículos, pulmón) 
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(Hempel et al.,1984; Zhai et al.,2001; Picklo et al., 2001; Patel et al.,2008; Lassen 

et al., 2007); ALDH2 (expresada principalmente en: corazón, cerebro, hígado) 

(Grünblatt et al., 2016; Bai et al., 2011; Chen et al., 2014; Li et al., 2018; Kwon et 

al., 2014) y ALDH3A1 (expresada principalmente en: córnea, estómago, hígado, 

tracto urinario y algunos tipos de cáncer (Patel et al.,2008; Lassen et al., 2007; 

Lindahl et al., 1992). Se ha demostrado que mutaciones en alguno de estos genes 

pueden ocasionar problemas en el metabolismo, como lo son el síndrome de 

Sjögren-Larsson, la hiperprolinemia de tipo II y la aciduria γ-hidroxibutírica, que son 

enfermedades asociadas a un mal funcionamiento de las ALDHs. Por otro lado, 

existen reportes en los cuales la deficiencia de estas enzimas, se asocia a la 

predisposición o aparición de enfermedades como  Parkinson,  Alzheimer, cáncer, 

entre otras (Vasiliou et al., 2004). Aunque la principal función de las ALDHs es 

convertir los aldehídos a sus correspondientes ácidos carboxílicos, se ha 

determinado que algunas isoformas también pueden catalizar la hidrolisis de 

ésteres (actividad esterasa) (Sládek, 2003). 

La presencia y actividad de las diferentes ALDHs ha sido asociada a otras funciones 

(Figura 13); en el caso de la ALDH1A1, se ha descrito que esta enzima es capaz de 

unir andrógenos en fibroblastos genitales (Vasiliou et al., 2004). En la córnea y el 

cristalino de mamíferos se han detectado altos niveles de expresión de ALDH1A1 y 

ALDH3A1 y se ha determinado que además de cumplir con su función catalítica, 

estas enzimas pueden servir como filtro contra la radiación UV, proceso involucrado 

en la formación de cataratas (Piatigorsky,2001; Stagos et al., 2010). Por otro lado, 

se ha propuesto a ALDH1A1 como una proteína de unión a flavopiridol y a 

daunorrubicina en carcinoma de pulmón e hígado de rata respectivamente (Vasiliou 

et al., 2004). 

En el caso de la ALDH2, se ha propuesto que otra de sus funciones es la de nitrato 

reductasa, generando dinitrato de 1,2-glicerilo y nitrito a partir de nitroglicerina 

utilizada en el tratamiento de angina de pecho, falla congestiva cardiaca e infarto al 

miocardio, lo que da paso a la producción de GMPc que promueve  la vasodilatación 

(Sydow et al., 2004). Por otro lado, se ha determinado que la ALDH2 es capaz de 
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metabolizar el acetaminofén, contribuyendo a su fácil eliminación del organismo, 

contrarrestando los daños que pueda generar su acumulación  (Vasiliou, et al., 

2000). Además, se ha descrito que estas enzimas contribuyen a mantener el 

equilibrio redox en la célula, pues existen reportes donde se indica que tanto 

ALDH3A1 como ALDH1A1, contienden con el estrés oxidante a través de la 

generación de NADH y NADPH, los cuales proveen de poder reductor a la célula 

(Uma et al., 1996). 

Por último, la ALDH7A1 o antiquitina, es expresada en múltiples compartimentos 

subcelulares (citosol, núcleo y mitocondrias), protegiendo contra el estrés 

hiperosmótico mediante la generación de osmolitos y el metabolismo de aldehídos 

tóxicos (Brocker et al., 2010). 

A continuación, se resumen las principales características propuestas para algunas 

de estas enzimas. 

 

Figura 13. Diferentes funciones de las ALDHs en la célula. 

 

Funciones de 
las ALDHs

Catalítica
Oxidación de aldehídos 

Hidrólisis de ésteres  
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Antioxidante 

Directamente (grupo -
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Indirectamente 
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NADPH)
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Regulatoria Presión osmótica 
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2.5. Estructura de las ALDHs.  

A nivel estructural, estas enzimas pueden ser tetrámeros (ALDH1A1, ALDH2, 

ALDH5A1) o dímeros (ALDH3A1), conformados por subunidades idénticas de 

aproximadamente 500 aminoácidos (Figura 14). Cada subunidad posee tres 

dominios: el dominio catalítico, el dominio de unión a la coenzima y el dominio de 

oligomerización (Moore et al., 1998). 

El sitio activo de las ALDHs se encuentra en la base de un túnel hidrofóbico de 12 

Å de longitud, el cual se encuentra frente al sitio de unión del cofactor y cerca de la 

interface tetramérica. Se ha sugerido que los aminoácidos que recubren el túnel son 

los que confieren la especificidad por el sustrato a cada enzima. Aunado a lo 

anterior, se sabe que el cofactor (NAD+) se une a la enzima formando10 puentes de 

hidrógeno, de los cuales 4 involucran a los residuos Lys192 y Glu399 altamente 

conservados en todas las isoformas (Ni et al., 1997). 

(Rodríguez-Zavala y Weiner, 2002) 

Figura 14. Estructura tridimensional de una subunidad de ALDH. 

2.6. Mecanismo general de reacción de las ALDHs. 

El mecanismo cinético de estas enzimas es secuencial ordenado (Figura 15), donde 

el sustrato A es el NAD+ y el sustrato B es el aldehído. Aunque las diferentes ALDHs 
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comparten el mismo mecanismo catalítico, la especificidad con la que unen a los 

diversos sustratos difiere entre las isoformas (Wang et al., 2009). Esta diferencia se 

debe a los aminoácidos que conforman el sitio activo de estas enzimas (Koppaka et 

al., 2012). Sólo se ha reportado una isoforma  que no comparte el mismo mecanismo 

catalítico,  esta isoforma es la ALDH6, que utiliza como cofactor CoA en lugar de 

NAD+ (Min et al., 1988). 

 

Figura 15. Mecanismo de reacción de las ALDH dependientes de NAD+. 

Dentro del sitio activo de las ALDHs existen tres residuos altamente conservados 

(Lys192, Glu268, Cys302), los cuales están involucrados en la catálisis. El 

mecanismo de reacción, se lleva a cabo en cinco etapas: 

1. Activación de la cisteína catalítica, la cual se lleva a cabo por la transferencia 

de un protón  de la cisteína a una molécula de agua activada; la molécula de 

agua es activada por el residuo E268 al arrancarle un protón, ya que  este 

residuo funciona como una base general. 

2. El ataque nucleofílico sobre el aldehído por el grupo tiolato de la cisteína 

reactiva. 

3. Formación de un intermediario tiohemiacetal tetraédrico, seguido por la 

transferencia de un hidruro al anillo de piridina del NAD+, para formar el 

NADH. 

4. Hidrólisis del intermedio tioéster resultante, para lo cual se requiere otra 

molécula de agua activada por el residuo E268, tal como ocurre en el primer 

paso de la reacción. 

5. Disociación del cofactor reducido (NADH) y regeneración de la enzima libre 

para dar paso a un nuevo ciclo catalítico mediante unión a NAD+ (Hempel et 

al.,1999). 
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Si bien, las diferentes isoformas presentan el mismo mecanismo general de 

reacción, el paso limitante de la reacción difiere para cada una de ellas, siendo éste 

la liberación de la coenzima reducida (k9) para ALDH1A1, la liberación del acilo (k7) 

para la ALDH2 y la transferencia del hidruro (k5) para ALDH3A1 (Figura 15). 

2.7. Moduladores de la actividad de las ALDHs. 

El estudio de moduladores de las ALDHs ha cobrado gran importancia,  debido a 

que estos compuestos podrían utilizar en terapias que ayuden a contrarrestar el 

daño generado por la acumulación de aldehídos en patologías en las cuales la 

actividad de estas enzimas se ve comprometida. A la fecha son pocos los 

compuestos que se han reportado  y caracterizado cinéticamente como 

moduladores de las ALDHs. Sin embargo, algunos son actualmente utilizados en la 

clínica usando como blanco terapéutico a las ALDHs. 

 Inhibidores de las ALDHs 

Cianamida: esta molécula es utilizada terapéuticamente, en Europa, Canadá y 

Japón, debido a su función como agente aversivo al alcohol. En realidad, la 

cianamida es un profármaco y uno de sus metabolitos es el que actúa como 

inhibidor de la actividad de aldehído deshidrogenasa (Ki=10 M para ALDH2). La 

producción de este metabolito requiere catalasa y peróxido de hidrógeno para 

formar N-hidroxicianamida, que posteriormente se descompone a cianuro 

(concentraciones no tóxicas) y nitroxilo el cual es el metabolito activo capaz de 

inhibir la función de ALDH de forma reversible, mediante la formación de puentes 

disulfuro entre cisteínas vecinales en el sitio activo de la enzima. Se ha determinado 

que también existe una inhibición irreversible la cual esta mediada por la formación 

de sulfinamidas (De Master et al.,1998).  

A B 

 

 

Figura 16. Estructura de la  A) Cianamida y B) nitroxilo. 
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Daidzina: es una isoflavona aislada  a partir de la raíz de Pueraria lobata de la familia 

de las Fabáceas, ha sido utilizada para el tratamiento de cáncer y la adicción o 

dependencia al alcohol. Esta molécula, en particular es un potente, reversible y 

selectivo inhibidor de la ALDH2 (Ki=40 nM). Este inhibidor es competitivo con 

respecto al aldehído e incompetitivo con respecto al NAD+. 

  (Lowe et al., 2008) 

Figura 17. Estructura de la Daidzina. 

Disulfiram (DSF): es un profármaco  utilizado en la terapia de personas adictas al 

alcohol, ya que inhibe de forma irreversible la actividad de ALDH (ALDH1A1, 

Ki=0.15 M y ALDH2, Ki=1.45 M), lo cual genera elevados niveles de acetaldehído 

después de su ingestión, produciendo náuseas, vómito, taquicardia e hipotensión. 

Este compuesto puede inhibir directamente a la enzima o a través del 

dietilditiocarbamato (DDC) (ALDH1A1, Ki=0.27 M y ALDH2, Ki=2.2 M), metabolito 

que se genera de la reducción del DSF, ambos pueden formar aductos con la 

cisteína catalítica de la enzima (Cys 302 en los casos de ALDH1A1 y ALDH2),  

inhibiendo su actividad (Lipsky et al., 2001). 

        

Figura 18. Estructura del A) disulfiram y B) dietilditiocarbamato (DDC) 

 Activadores de las ALDHs.  

ALDA-1 (N-(1,3-Benzodioxol-5-ilmetil)-2,6-diclorobenzamida): es una molécula 

pequeña capaz de activar a la ALDH2 y restablecer la actividad de la variante 

DDC A B 
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asiática ALDH2*2. Se ha empleado en diversos modelos fisiopatológicos, donde su 

presencia disminuye el estrés oxidante a través de la activación de la ALDH2 

(Pérez-Miller et al.,  2010). Sin embargo, también se ha demostrado que es capaz 

de activar a la ALDH1A1 (Belmont-Díaz et al.,  2016). Este compuesto, se une en la 

entrada del túnel por donde ingresa el aldehído al sitio activo, dejando libres los 

residuos importantes para la catálisis (Cys302 y Glu268), disminuyendo el pKa del 

sitio activo y favoreciendo la catálisis (Chen-Ho et al., 2008) (Belmont-Díaz et al., 

2016). 

 

Figura 19. Estructura de ALDA-1. 

Tamoxifen: es un fármaco que se emplea en la terapia de pacientes que han sido 

diagnosticados con cáncer de mama. Sin embargo, se ha descrito que es capaz de 

aumentar la actividad de la ALDH1A1 hasta 2.5 veces y protegerla de la 

desnaturalización térmica. Se propone que esto se debe a que el tamoxifen se une 

al sitio activo de la enzima de manera similar al ALDA-1. Otra propuesta para 

explicar la activación de la enzima es el incremento de 3 veces en el valor de Kd por 

el NADH en presencia de tamoxifen,  lo cual favorece la liberación de la coenzima 

reducida que es el paso limitante para esta isoenzima, incrementando de esta forma 

la velocidad global de la reacción (Belmont-Díaz et al., 2015). 

 

Figura 20. Estructura del tamoxifen. 
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Safrol: conocido también como ALDA-89, es un activador “selectivo” de la 

ALDH3A1. Sin embargo,  a la fecha no se ha descrito su mecanismo de acción. Este 

compuesto se ha catalogado por la IARC (International Agency for Research in 

Cancer) como un carcinógeno débil en ratas. Aunado a esto, se ha prohibido la 

utilización en alimentos por la FDA (Banh et al., 2011). 

 

Figura 21. Estructura del safrol (ALDA-89). 

Debido a todo lo anterior, la búsqueda de moduladores de la actividad de estas 

enzimas es muy importante, ya que esto nos permitiría diseñar estrategias 

terapéuticas con el fin de disminuir o incrementar la actividad de las ALDHs en 

diferentes fisiopatologías. 
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3. Antecedentes.  

En 1982, Kitson y colaboradores describieron a la 2-2´-ditiopiridina (aldritiol, figura 

22) como activador de la isoforma ALDH1A1 (Figura 23); sin embargo, en ese 

reporte no se realizó la caracterización cinética completa de este compuesto. En 

dicho trabajo el aldritiol solo se utilizó por la similitud estructural con el 

dietilestilbestrol (Figura 22), compuesto que previamente había sido identificado 

como un activador de esta enzima, por lo que en este trabajo se propuso profundizar 

en la caracterización cinética del efecto del aldritiol sobre la ALDH1A1, así como en 

el tipo de interacción del compuesto con la enzima, para entender el mecanismo a 

través del cual este compuesto es capaz de activar a la ALDH1A1. 

A B  

 
 

 

Figura 22. Estructura de A) aldritiol y B) dietilestilbestrol 

  Modificado de (Kitson,  1982)  

Figura 23. Efecto del aldritiol sobre la actividad de ALDH1A1. Se observa el 
efecto del aldritiol sobre la enzima en función de la adición de NAD+ previo a 

la adición del aldritiol () o posteriormente a la adición del aldritiol (▪). 
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Previamente, se encontró que la ALDH1A1 posee dos cisteínas (301 y 302) en el 

sitio catalítico (Yoval-Sánchez et al., 2012); por lo cual, la propuesta de este trabajo 

fue que el aldritiol se une a la cisteína adyacente a la cisteína catalítica (Figura 24)  

y de esta manera promueve un cambio conformacional en el sitio catalítico, que 

favorece el incremento en la actividad de la enzima.  

 

Figura 24. Arreglo estructural de las cisteínas presentes en el sitio catalítico 
de  ALDH1A1.  Se propone a la cisteína 301, adyacente a la cisteína catalítica, 
como blanco de unión del aldritiol.  

Cisteína catalítica  
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4. Hipótesis. 

Por su carácter de reactivo de cisteínas, el aldritiol se une de manera irreversible al 

sitio activo de la ALDH1A1, modificando el ambiente hidrofóbico promoviendo el 

incremento de la actividad. 

 

5. Objetivo general. 

Estudiar el efecto del aldritiol sobre las propiedades cinéticas de la ALDH1A1 

humana, así como el tipo de interacción del compuesto con la enzima.  

 

6. Objetivos particulares. 
1. Caracterizar cinéticamente a la ALDH1A1 humana recombinante en 

presencia de aldritiol. 

2. Determinar la susceptibilidad de la ALDH1A1 a aldehídos producto de la 

lipoperoxidación en presencia de aldritiol. 

3. Caracterizar el tipo de interacción del aldritiol con la ALDH1A1.  

4. Evaluar el efecto protector del aldritiol ante el estrés oxidante en un modelo 

bacteriano.  
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7. Materiales y métodos. 
7.1 Materiales.  

Acroleína, glicerol, 4-HNE, 4-HHE, propionaldehído, imidazol, IPTG, 2-

mercaptoetanol, NAD+, NADH, cloruro de níquel, cloruro de sodio, fosfato de sodio, 

extracto de levadura y triptona provienen de Sigma-Aldrich. Chelating sepharoseTM 

fast flow proviene de Pharmacia Biotech. El marcador de peso molecular preteñido 

de amplio rango (7.1-209 kDa) proviene de BIO-RAD. 

7.2. Expresión y purificación de las proteínas recombinantes. 

Las células de E. coli (BL21) que contienen el vector de expresión con el gen de la 

proteína ALDH1A1 (Figura 25), se inocularon en 2 L de medio 2XYT con 40 mL de 

un cultivo previo de toda la noche (medio LB). El cultivo fue suplementado con 100 

g/mL de ampicilina y 25 g/mL de cloranfenicol, y se mantuvo a 37°C en agitación 

constante (200 rpm) hasta alcanzar una densidad óptica de 0.5 a 600 nm. La 

expresión de la proteína de interés fue inducida con IPTG 0.4 mM y se continuó la 

incubación por 12 horas. Las células se cosecharon por centrifugación a 5000 rpm 

durante 10 min y posteriormente se realizaron dos lavados cada uno con 100 mL de 

NaCl 0.9%. Una vez obtenido el botón de células, éste fue resuspendido en un 

amortiguador compuesto de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5), NaCl 500 mM y 2-

mercaptoetanol 3 mM (amortiguador A) a 4°C. Las células se rompieron por 

sonicación durante 15 ciclos de 15 segundos. El extracto celular se centrifugó a 

45000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se inyectó en una columna de afinidad 

(Chelating sepharoseTM fast flow) de níquel, previamente equilibrada con 100 mL de 

amortiguador A a 4ºC. Posteriormente,  la columna se lavó con 50 mL de 

amortiguador A suplementado con imidazol 20 mM y la proteína recombinante fue 

eluída de la columna usando 100 mL de un gradiente lineal de imidazol (20-250 

mM). 

La ALDH1A1 purificada se concentró y lavó usando filtros Amicon (MWCO 30 KDa). 

Finalmente, se guardó con glicerol 50% a -20ºC hasta su utilización. 



25 
 

 

Figura 25. Vector de sobre-expresión de la enzima ALDH1A1. 

7.3. Cuantificación de proteínas. 

Con el fin de eliminar agentes que pudieran interferir en la cuantificación de la 

proteína, se tomó una alícuota de 50 L de ésta y se precipitaron con TCA al 13% 

durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm durante 10 

min y se recuperó la fracción precipitada,  la cual fue resuspendida en una solución 

de  NaOH 0.1 N y SDS al 5% y se llevó a un volumen final de 50 L. La cuantificación 

se realizó por el método del ácido bicinconínico (BCA) (Cardellá, 2013). Este 

método, se lleva a cabo en un medio alcalino, donde los enlaces peptídicos de las 

proteínas reducen al Cu2+. Los iones Cu+ producidos, se unen a dos moléculas de 

BCA y al hacerlo, modifican su estructura  de tal manera que cambia la coloración 

de la solución de azul a púrpura, el cual absorbe  a 562 nm. 

Se preparó una solución concentrada de albúmina sérica bovina (BSA) a una 

concentración de 1 mg/mL para poder realizar la curva patrón como se indica en la 

siguiente tabla: 

BSA (g) L de H2O BSA (g) L de H2O 

0 100 40 60 

5 95 60 40 

10 90 80 200 

20 80 100 0 
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Se adicionaron 2 mL de la mezcla de reacción  (ácido bicinconínico (reactivo A) y 

sulfato de cobre (reactivo B) a los tubos de la curva y a los que contienen la muestra 

de interés. Posteriormente, se incubaron 15 min a 60ºC y se determinó la 

absorbancia a 562 nm. 

7.4. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida y 
determinación de pureza de la ALDH1A1.  

Se realizó el seguimiento de la purificación de la proteína a través de una 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (16%). En esta técnica, el 

SDS desnaturaliza a las proteínas y les confiere carga neta negativa, por lo cual 

migran hacia el ánodo y se separan en función de su peso molecular. Las muestras 

se mezclaron con amortiguador de carga (anexo A), en una relación 1:1 y se 

sometieron a ebullición durante 5 minutos para favorecer la desnaturalización. 

Posteriormente, se cargaron las muestras en el gel y se corrieron a 150 volts, 

durante 45 minutos en el amortiguador de corrida. Finalmente, el gel se tiñó con 

azul de Coomassie (anexo A) por 45 minutos y se destiñó  con una mezcla de ácido 

acético: metanol: H2O (10%: 50%: 40%). 

El porcentaje de pureza de la proteína se determinó por medio de un análisis 

densitométrico del gel, utilizando el programa ImageJ. 

7.5. Análisis cinético. 
7.5.1.  Actividad de ALDH. 

La actividad enzimática de las ALDHs se determinó  en amortiguador de fosfatos a 

25ºC en presencia de NAD+ 1 mM, la reacción se inició adicionando propionaldehído 

y se siguió la aparición de NADH como producto de la reacción a 340 nm en un 

espectrofotómetro (Shimadzu UV-1800); estos experimentos se realizaron en 

presencia o ausencia de aldritiol.  

Los resultados se analizaron por regresión no lineal, usando la ecuación de 

Michaelis-Menten y realizando el correspondiente regráfico de Lineweaver-Burk 

(doble recíproco) de los datos obtenidos utilizando el software Origin v.8.0 
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7.5.2. Evaluación del efecto protector del aldritiol sobre la actividad de la 
ALDH1A1 en presencia de inhibidores. 

Se evaluó el efecto del aldritiol sobre la actividad de ALDH en presencia de 

disulfiram (DSF) un inhibidor clásico de ALDH; este ensayo se determinó por 

métodos espectrofotométricos, tal como se describe anteriormente a diferentes 

concentraciones del inhibidor. El inhibidor fue añadido a la mezcla de reacción antes 

de la adición del aldehído. Estos experimentos se realizaron en presencia o 

ausencia de aldritiol (1 M) y se determinaron los valores de Ki correspondientes.  

7.5.3. Efecto de la temperatura. 

Para determinar el efecto del aldritiol sobre la estabilidad estructural de la enzima, 

se incubaron 160 g de  la enzima en ausencia y presencia de aldritriol (1 M) y en 

condiciones saturantes de NAD+ (1 mM). Dicha reacción se incubó a diferentes 

temperaturas (25ºC, 35ºC, 45ºC y 60°C) en función del tiempo (0, 1, 2, 5, 8, 10 y 15 

min). La actividad enzimática remanente de cada condición, se determinó al 

adicionar propionaldehído (1 mM),  siguiendo la generación de NADH a 340 nm en 

un espectrofotómetro de diodos marca Agilent, modelo 8453. 

7.5.4. Interacción enzima-aldritiol. 

Con el fin de elucidar el tipo de interacción enzima-aldritiol (covalente o fuertemente 

unida), se realizó un ensayo de dilución. Se preparó una mezcla de reacción de la 

enzima (20 g), en amortiguador de fosfatos a 25ºC en presencia de NAD+ (1 mM) 

y aldritriol (1 M) en un volumen final de 500 L. Una vez realizada dicha mezcla se 

determinó la actividad enzimática adicionando propionaldehído (1 mM). 

Posteriormente, la reacción fue diluida 31 veces en tubos AMICON® (30 kDa), con 

el fin de eliminar el aldritiol que no reaccionó con la enzima y disminuir la 

concentración de aldritiol por debajo de su K0.5. Finalmente, se evaluó nuevamente 

la actividad enzimática y fue comparada con la obtenida para el control. 
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7.6. Evaluación de la protección por aldritiol en un modelo de estrés 
oxidante. 

Se generó un modelo de estrés oxidante en células de E. coli (BL21) que contienen 

un plásmido con el gen de la ALDH1A1. Los experimentos fueron realizados en 

medio mínimo (anexo A), con cultivos de 0.1 de absorbancia a 600 nm y se registró 

el crecimiento bacteriano cada hora. La inducción de la expresión de la proteína se 

realizó después de una hora de iniciado el cultivo, con IPTG 0.4 mM. Diferentes 

concentraciones de aldritiol (0, 10 y 50 M) se agregaron después de 2 horas de la 

inducción y finalmente 1 hora después, se realizó una adición de H2O2 5 mM. El 

registro del crecimiento fue determinado como absorbancia a 600 nm y se continuó  

hasta llegar a la fase estacionara (9 horas).  

7.7. Efecto del complejo glutatión-aldritiol. 

Se realizó una mezcla de aldritiol y glutatión 1:2 (1 mM: 2 mM), la cual se dejó 

reaccionar toda la noche y de la cual se registraron espectros al tiempo 0 y a las 24 

hrs de iniciada la reacción, esto con el fin de determinar la concentración de aldritiol 

libre y acomplejado (aldritiol-GSH). Se utilizaron diferentes concentraciones del 

complejo aldritiol-GSH para determinar  el efecto sobre la actividad enzimática de la 

ALDH1A1, siguiendo la aparición de NADH, tal como se describió previamente. Los 

resultados se analizaron por regresión no lineal utilizando el software Origin v.8.0 

7.8. Efecto del aldritiol sobre la actividad de la alcohol deshidrogenasa. 

Con el fin explorar la especificidad del aldritiol, se evaluó la actividad de una alcohol 

deshidrogenasa (ADH) comercial en presencia y ausencia del aldritiol (1 M). Este 

ensayo se realizó en amortiguador de fosfatos (pH=8) a 25ºC en presencia de Mg2+ 

(2 mM) y usando NADH (180 M) como sustrato; la reacción se inició con el aldehído 

correspondiente (propionaldehído 5 mM) y se siguió la desaparición de NADH a 340 

nm. 
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8. Resultados. 
8.1 Sobreexpresión y purificación de la aldehído deshidrogenasa 

humana clase 1. 

La ALDH1A1 se purificó a través de una cromatografía de afinidad, como se 

describe previamente en la seccion de  Materiales y Métodos. En la figura 26 se 

muestran algunas fracciones del proceso de purificación corridas en un gel 

desnaturalizante de poliacrilamida. Posteriormente, se realizó un análisis 

densitométrico para determinar el porcentaje de pureza de la proteína, el cual fue 

mayor al 99%; por lo cual, una vez obtenida la proteína pura se determinó su 

actividad (Figura 27) y se procedió a realizar los experimentos correspondientes. 

 

Figura 26. Fracciones de la marcha de purificación corridas en Gel SDS-PAGE. 
Carril 1: Marcador de peso molecular (BIO-RAD). Carril 2: Extracto crudo 
(bacterias). Carril 3: Elución con imidazol  5%. Carril 4: Enzima lavada y 
concentrada con amortiguador de fosfatos.  
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Figura 27. Actividad enzimática de la ALDH1A1. A) NAD+ variable con  
propionaldehído 1 mM y B) propionaldehído variable con  NAD+ 1 mM. 

8.2. Análisis cinético. 

8.2.1. Determinación de K0.5 por aldritiol. 

Se determinó el valor de K0.5 de ALDH1A1 por aldritiol, para lo cual se usaron 

concentraciones en un intervalo de 0 -1.2 M de este compuesto y se mantuvieron 

fijas las concentraciones de NAD+ y propionaldehído (1 mM en ambos casos), estos 

ensayos se realizaron a pH 7.4 (Figura 28). 
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Figura 28. K0.5 de ALDH1A1 por aldritiol. 
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En la figura 28, se observa que el aldritiol incrementa la actividad de ALDH1A1 50%  

y que el máximo de activación se alcanza entre 1 y 1.2 M de aldritiol. El valor 

obtenido de  K0.5 para el compuesto fue de 0.23  0.03 (n=3). En base a estos 

resultados se estableció 1 M como la concentración de aldritiol a la cual se 

realizaron los  experimentos siguientes. 

8.2.2. Determinación de los valores de Km y Vmax en presencia de aldritiol.  

Una vez que se determinó  la concentración de aldritiol a la cual se alcanza la 

máxima activación, se evaluaron los parámetros cinéticos (Km y Vm) por NAD+ y 

propionaldehído, en presencia y ausencia de aldritiol. En la figura 29 se muestra el 

perfil cinético obtenido al variar las concentraciones de NAD+ y mantener fija la 

concentración del aldehído, el comportamiento obtenido corresponde a una 

hipérbola el cual se ajusta al modelo de Michaelis-Menten, se realizó el grafico de 

Lineweaver-Burk para este sustrato (Figura 30), se observó el mismo perfil cinético 

al variar las concentraciones de aldehído y mantener fija la concentración de NAD+ 

(Figura 31). Se realizó el grafico de Lineweaver-Burk para este sustrato, con el cual 

se hace evidente la presencia de un solo componente  (Figura 32). En la tabla 1 se 

muestran los valores obtenidos en cada caso. 
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Figura 29. Determinación de la Km 
de ALDH1A1 por NAD+ en ausencia 

(▪) y presencia de aldritiol () con 10 

g de enzima y propionaldehído 1 
mM. 

Figura 30. Gráfico de Lineweaver-
Burk de los datos de la figura 29. 

 

  

Figura 31. Determinación de la Km 
de ALDH1A1 por propionaldehído 

en ausencia (▪) y presencia de 

aldritiol () con 10 g de enzima y 
NAD+ 1 mM. 

Figura 32. Gráfico de Lineweaver-
Burk de los datos de la figura 31
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Tabla 1. Parámetros cinéticos de la ALDH1A1 en presencia y ausencia de 
aldritiol. 

 
NAD+ Propionaldehído   

control aldritiol (1 M) control aldritiol (1 M) 

Km [M] 12±0.29 19±0.71 16±0.62 18±1 

Vm [nmol/min/mg] 207±12 301±9 206±12 307±5 
Vm/Km [min-1] 17±0.86 16±0.45 13±0.95 17±2 

 

Se observó un ligero incremento en los valores de Km por ambos sustratos en 

presencia de aldritiol. Indicando que el compuesto afecta la afinidad con la cual los 

sustratos se unen a la enzima.  

Como se puede observar, el cambio más relevante fue el incremento de 50% sobre 

la velocidad máxima. A pesar de ese incremento en la Vmax, no hubo cambios 

importantes en la eficiencia catalítica.  

8.2.3. Aldehídos producto de la lipoperoxidación. 

Se evaluó la capacidad catalítica de ALDH1A1 por algunos productos de la 

lipoperoxidación (acroleína, 4-HHE y 4-HNE), en ausencia y presencia de aldritiol. 

Cómo se puede observar en las figuras 33, 35 y 37, el aldritiol incrementa 34, 53 y 

48% la Vmax de la enzima para acroleína, 4-HHE y 4-HNE respectivamente.  
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Figura 33. Determinación de la Km 
de ALDH1A1 por acroleína en 

ausencia (▪) y presencia de aldritiol 

() con 10 g de enzima y NAD+ 1 
mM. 

Figura 34. Gráfico de Lineweaver-
Burk de los datos de la figura 33. 

 

 

Figura 35. Determinación de la Km 
de ALDH1A1 por 4-HHE en ausencia 

(▪) y presencia de aldritiol () con 10 

g de enzima y NAD+ 1 mM. 

Figura 36. Gráfico de Lineweaver-
Burk de los datos de la figura 35. 
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Figura 37. Determinación de la Km 
de ALDH1A1 por 4-HNE en ausencia 

(▪) y presencia de aldritiol () con 10 

g de enzima y NAD+ 1 mM. 

Figura 38. Gráfico de Lineweaver-
Burk de los datos de la figura 37.

Tabla 2. Determinación  de los parámetros cinéticos de la ALDH1A1 con 
aldehídos producto de la lipoperoxidación en ausencia y presencia de aldritiol. 
 

Acroleína   4-HHE 4-HNE 
control aldritiol 

(1 M) 
control aldritiol 

(1 M) 
control aldritiol 

(1 M) 
Km [M] 11±0.81 8±0.6 5 5 1.2±0.08 0.99±0.03 

Vm 
[nmol/min/mg] 

81±9 109±16 93 143 123±5 183±6 

Vm/Km [min-1] 7±0.96 14±1.9 19 29 105±8 185±5 
. 

En la tabla anterior se muestra el resumen de los datos obtenidos, en los cuales se 

puede observar que la presencia de aldritiol, no modifica de manera importante la 

afinidad de ALDH1A1 por estos aldehídos. Sin embargo, al incrementarse la Vmax 

en todos los casos, esto se reflejó en un incremento significativo en la eficiencia 

catalítica de 2, 1.5 y 1.8 veces para acroleína, 4-HHE y 4-HNE, respectivamente. 
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8.2.4. Interacción entre el aldritiol y ALDH1A1.  

8.2.4.1. Evaluación del efecto protector del aldritiol sobre la actividad de la 
ALDH1A1 en presencia de inhibidores. 

Una vez realizada la caracterización cinética de la ALDH1A1 en presencia de 

aldritiol, se realizaron diferentes experimentos con el fin de dilucidar qué tipo de 

interacción existe entre  el compuesto y la enzima. El primer acercamiento se realizó 

a través de inhibidores de la enzima, específicamente el disulfiram (Figura 39), el 

cual se une de manera covalente a la cisteína catalítica generando una pérdida de 

función. Se determinó una CI50 en presencia y ausencia de aldritiol (1M), con el fin 

de elucidar el sitio de unión del aldritiol y si este era capaz de proteger del daño 

causado por el disulfiram, lo cual no es muy claro debido a que el cambio en este 

parámetro no es significativo. 

 

Figura 39. CI50 por disulfiram para ALDH1A1 en presencia () y ausencia (▪) de 

aldritiol (1M). El medio de reacción contiene NAD+ 1 mM, enzima 10 g, DFS 
y la reacción se inicia con propionaldehído 1 mM.  

8.2.4.2. Efecto de la temperatura.  

Un segundo acercamiento se realizó  analizando el efecto de la temperatura sobre 

la estabilidad estructural de la proteína, dicho experimento se realizó en ausencia y 

presencia de aldritiol, incubando a la enzima a 25, 35, 45 y 60°C. El aldritiol fue 
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capaz de preservar el 100% de la actividad de la enzima a 45°C, mientras que en 

ausencia de este, se pierde prácticamente el 50% de la actividad enzimática (Figura 

40 y 41). Con el fin de reforzar el análisis de este ensayo se determinó la constante 

de inactivación a partir del gráfico de Arrhenius, en presencia y ausencia de aldritiol 

(Figura 42), en las cuales se observa la protección a la inactivación por temperatura 

en presencia del aldritiol y que en presencia del compuesto la energía de activación 

de la enzima disminuye. 

 

Figura 40. Inactivación de ALDH1A1 
por temperatura. Se incubaron 

enzima 160 g a las diferentes 
temperaturas. Posteriormente se 
determinó su actividad a 25°C con 
NAD+ 1 mM y propionaldehído 1 
mM.  

Figura 41. Protección de la 
inactivación por temperatura 
mediada por aldritiol en ALDH1A1. 
Se incubaron enzima 160 g y 

aldritiol 1 M a las diferentes 
temperaturas. Posteriormente se 
determinó su actividad a 25°C con  
NAD+ 1 mM y propionaldehído 1 
mM.
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Tabla 3. Constantes de inactivación por temperatura para ALDH1A1 en 

presencia y ausencia de aldritiol (1 M). 

Constante de inactivación en función de la temperatura  
Temperatura °K Control (min) Aldritiol 1 M (min) 

298.15 0.0006 0.0002 

308.15 0.0046 0.0003 

318.15 0.0403 0.0008 

333.15 0.6179 0.0269 

0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

 control 

 aldritiol 1M

L
n

(k
)

1/T (°K)
 

Figura 42. Gráfico de Arrhenius de las figuras 40 y 41 en presencia () y 

ausencia de aldritiol (▪) (1 M). Una vez obtenidas las constantes de 

inactivación para cada temperatura se calculó la energía de activación para 
ALDH1A1 en presencia y ausencia del aldritiol. 

8.2.4.3. Efecto de la dilución. 

Con el fin de determinar si la interacción entre el aldritiol y la enzima es de tipo 

covalente, se realizó un experimento de dilución, incubando previamente a la 

enzima en ausencia y presencia de este compuesto (1 M) y posteriormente 

diluyendo 31 veces, esto con el fin de eliminar todo el aldritiol que no reaccionó con 

la enzima, para después concentrar la mezcla de reacción tal como se describe en 

los materiales y métodos. Con  respecto a esto, si la interacción aldritiol-enzima 

Energía de activación  

Control: 369.5 Cal/mol  

Aldritiol (1M): 5.6 Cal/mol 
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fuera débil, se esperaba que con la dilución/concentración se perdiera el efecto de 

activación; sin embargo, el efecto de activación se conservó, tal como se puede 

apreciar en la figura 43. Estos datos indican que el aldritiol se une fuertemente a la 

enzima. Este tipo de análisis se podría complementar con espectrometría de masas, 

para evidenciar si la unión es realmente de tipo covalente o el compuesto solo se 

une fuertemente. 
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Figura 43. Efecto de la dilución sobre la interacción aldritiol-ALDH1A1. Del 
lado izquierdo se muestra únicamente la incubación de la enzima en presencia 
y ausencia de aldritiol. Del lado derecho de la gráfica, se muestra que la 
dilución, no disminuye el efecto de activación del aldritiol sobre ALDH1A1.  

Tabla 4. Porcentaje de actividad de ALDH1A1 antes y después de la dilución. 

% de actividad 
(sin diluir) 

Control Aldritiol 1 M 

100 1545 

% de actividad  
(dilución (1:34) y concentración) 
Control Aldritiol 1 M 

100 32135 
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8.2.5. Evaluación de la protección por aldritiol en un modelo de estrés 
oxidante. 

Para determinar el efecto del aldritiol sobre el daño causado por estrés oxidante 

inducido por la adición de H2O2, se realizaron curvas de crecimiento de células de 

E. coli (BL21) que sobre-expresan a la ALDH1A1, en presencia de diferentes 

concentraciones de dicho compuesto.  Se observó que las células que contenían 

aldritiol en presencia de H2O2, crecieron de manera similar al control, mientras que 

las que no contenían aldritiol dejaron de crecer después de agregar el H2O2 como 

se muestra en la figura 44. 

 

Figura 44. Curva de crecimiento de células que sobre-expresan a ALDH1A1   a 
diferentes concentraciones de aldritiol. Se pusieron a crecer células que 
expresan a ALDH1A1 en medio mínimo con aldritiol 10 M y 50 M y 
posteriormente se adicionó H2O2 5 mM para observar el efecto del aldritiol 
sobre el estrés oxidante. 
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8.2.6. Interacción glutatión-aldritiol y su efecto sobre la actividad de 
ALDH1A1. 

Como ya se había mencionado anteriormente el aldritiol es un reactivo de cisteínas 

por lo que podría reaccionar directamente con el glutatión; por lo que se determinó 

el efecto de éste complejo sobre la actividad de la ALDH1A1. Se observó que este 

complejo actúa como un activador de la enzima, por lo que se procedió a determinar 

su K0.5, la cual se muestra en la figura 45. 
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Figura 45. Activación de la ALDH1A1 por el complejo aldritiol:glutatión. Se 
muestra el aumento de actividad en función de la concentración del complejo 
alcanzado la máxima activación en 2 M. 

8.2.7. Efecto del aldritiol sobre la actividad de otras isoformas de aldehído 
deshidrogenasa. 

Finalmente se analizó el efecto de este compuesto sobre la actividad de otras 

isoformas de ALDH humanas.  Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 

46, 47, 48 y en la tabla 5.  Se observó que el compuesto actúa como un activador 

para las 4 isoformas de ALDH humanas ensayadas (1A1, 2, 3A1 y 5), siendo la 

única diferencia la concentración de aldritiol necesario para alcanzar la máxima 

K0.5= 0.120.03 M 
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activación, así como el porcentaje de activación para cada una de ellas. Las 

isoformas que mostraron una menor K0.5 fueron ALDH2 y ALDH5A1, las cuales 

alcanzan el máximo de activación a 2 nM y 0.2 M respectivamente, mientras que 

las isoformas ALDH3A1 y ALDH1A1 requieren de 0.7M y 1 M respectivamente. 

El porcentaje de activación es muy parecido entre las isoformas 1, 2 y 3, siendo éste 

de 50%, 47% y 54%, respectivamente; donde se muestra una clara diferencia es en 

la ALDH5A1, en la cual solo se observa un incremento de 27% en la actividad. Por 

otro lado, se evaluó el efecto del aldritiol sobre la actividad de la alcohol 

deshidrogenasa (ADH), con el fin de determinar si el efecto era específico para las 

ALDHs; a este respecto, se observó que la actividad de ADH es la misma en 

ausencia o presencia de 1 M del compuesto, lo cual sugiere cierta especificidad. 
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Figura 46. Determinación de la K0.5 de 
la  ALDH2 por aldritriol. Se muestra el 
aumento de actividad en función de la 
concentración del aldritiol 
alcanzando un máximo en 2 nM 

 

Figura 47. Determinación de la K0.5 de 
la  ALDH3 A1 por aldritriol. Se muestra 
el aumento de actividad en función de 
la concentración del aldritiol 
alcanzando un máximo en 0.7 M 

 

Figura 48. Determinación de la K0.5 de 
la ALDH5 A1 por aldritriol. Se muestra 
el aumento de actividad en función de 
la concentración del aldritiol 
alcanzando un máximo en 0.2 M

                           

Figura 49. Porcentaje de activación 
debido al aldritiol en diferentes 
enzimas. 
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9. Análisis y discusión de resultados.  

El aldritiol fue propuesto como activador de la ALDH1A1  por Kitson y colaboradores 

en 1982. Sin embargo, hasta ahora no se había realizado el análisis del efecto de 

este compuesto sobre las propiedades cinéticas de la ALDH1A1 y su efecto sobre 

otras isoformas de aldehído deshidrogenasas.  

En este trabajo se determinó que el aldritiol es un activador no esencial de tipo mixto 

de la ALDH1A1, e incrementa la actividad de la enzima en un 50% con respecto al 

control sin aldritiol (Figura 28). Se propone que este compuesto se une a la cisteína 

adyacente a la catalítica, cerca del sitio de unión del aldehído, por lo que al 

reaccionar el aldritiol con la cisteína, el anillo aromático que queda unido, disminuye 

el volumen del sitio activo produciendo más choques efectivos, lo que podría 

traducirse en una mayor actividad como ocurre con otros activadores reportados 

para esta enzima como el ALDA-1 (Pérez-Miller et al., 2010). Aunado a esto se ha 

reportado que la unión de moduladores como ALDA-1 disminuyen el pKa del sitio 

activo, lo cual favorece la velocidad de catálisis, pues se incrementa la 

nucleofilicidad de la cisteína catalítica, este mismo efecto podría estarlo ejerciendo 

el aldritiol (Belmont-Díaz et al., 2016), siempre y cuando el paso limitante de la 

reacción de esta enzima cambie de lugar o se haga menos limitante. 

En cuanto a los parámetros cinéticos, se determinó que el aldritiol disminuye la 

afinidad por el NAD+  y el propionaldehído, pues aumenta ligeramente el valor de 

Km, este hecho es más evidente para el NAD+ (ver tabla 1). A este respecto, se 

puede concluir que el aldritiol es un activador de tipo mixto, ya que modifica tanto el 

valor de Km como la Vm, siendo más evidente el efecto sobre la velocidad máxima 

en donde se observó un incremento de 50%.  

Previamente se mencionó la importancia de estas enzimas en el metabolismo de 

aldehídos altamente tóxicos, tal como acroleína, 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE) y 4-

hidroxi-2-nonenal (4-HNE). Es por ello, que se evaluó la capacidad catalítica de 

ALDH1A1 por estos aldehídos en presencia de aldritiol. Como se describe en los 

resultados, se observó que la presencia de dicho compuesto aumenta la afinidad de 

la enzima por el 4-HNE y por la acroleína, mientras que no se observó ningún 



45 

 

cambio cuando se realizó el perfil cinético por  4-HHE (Tabla 2). Uno de los 

hallazgos más importantes a este respecto, es el incremento observado en la 

eficiencia catalítica en presencia de aldritiol. Se ha descrito que la ALDH1A1 es 

susceptible a la inactivación por estos aldehídos (Yoval-Sánchez et al., 2012); por 

lo tanto, el hecho de que el aldritiol incremente la velocidad de oxidación de estos 

compuestos, favorecería su rápida eliminación en un modelo fisiopatológico, 

contrarrestando los efectos tóxicos y el daño generado por la acumulación de dichos 

aldehídos.   

A este punto no se tenía claro, que tipo de interacción se estaba generando entre la 

enzima y el aldritiol, por lo cual, se realizó un ensayo de competencia entre 

disulfiram (un inhibidor de la actividad de ALDH)  y el aldritiol. Se ha descrito que el 

disulfiram (DSF) entra por el sitio de unión del aldehído y reacciona con la cisteína 

catalítica (Cys 302) dentro del sitio activo formando un aducto, por lo cual la enzima 

pierde actividad. En este experimento se esperaba que el aldritiol inhibiera el efecto 

del DSF sobre la actividad de ALDH. Al analizar los resultados, se observó que en 

presencia de DSF (2 mM) se pierde el 90% de actividad de ALDH1A1 en el 

experimento control, mientras que al realizar el ensayo de competencia en 

presencia de aldritiol se pierde el 70% de actividad. A pesar de que los valores de 

CI50 por DSF en ausencia y presencia de aldritiol sean muy parecidos, se observó 

un ligero efecto de protección del aldritiol de la inhibición que ejerce el DSF. Estos 

resultados sugieren que el aldritiol se une a la enzima en sitio de unión al aldehído 

y posiblemente su blanco de reacción sea la cisteína adyacente a la cisteína 

catalítica. Aunado a esto, se evaluó la estabilidad de la enzima a diferentes 

temperaturas en presencia y ausencia de aldritiol. Los resultados obtenidos 

indicaron que dicho compuesto, protege al sitio activo de la enzima, pues la 

actividad de ésta se preservó al 100% a 45°C en presencia de aldritiol, lo cual no 

ocurrió con la enzima incubada a la misma temperatura en ausencia del compuesto. 

A 60°C en presencia de aldritiol se preservó el 50% de la actividad, mientras que el 

control perdió el 90% de actividad a la misma temperatura. La constante de 

inactivación obtenida en presencia de aldritiol al realizar un análisis a través del 

gráfico de Arrhenius, fue 5 veces menor al comparase con su control. Estos 
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resultados indican que la interacción del aldritiol con la enzima, le confiere una 

estabilidad estructural y catalítica al sitio activo. 

Con el fin de dilucidar el tipo de interacción enzima-aldritiol, se llevó a cabo un 

experimento de dilución/concentración. Para este ensayo se incubó previamente a 

la enzima con el aldritiol (ver materiales y métodos) y posteriormente se diluyó 31 

veces, para eliminar el aldritiol que no hubiera reaccionado con la enzima y se 

concentró para evaluar la actividad remanente. Al realizar este ensayo se observó 

que la activación de la enzima se preserva e incluso pasa de 50% a 200% de 

activación a pesar de la dilución, lo cual indica que el aldritiol se une fuertemente o 

de manera covalente a la enzima.  Esta observación refuerza los datos preliminares 

que indican que el aldritiol podría estar reaccionando con la cisteína 301 y no con la 

catalítica, motivo por el cual este compuesto funciona como un activador y no como 

un inhibidor. Diferentes isoformas de las ALDHs se han propuesto como blanco 

terapéutico en padecimientos asociados con altos niveles de estrés oxidante. Por lo 

cual, en años recientes la modulación de la expresión y actividad de estas enzimas 

a través de diferentes estrategias  ha tomado gran relevancia. En este trabajo se 

demostró que el aldritiol es capaz de incrementar la eficiencia catalítica de 

ALDH1A1 por subproductos de la lipoperoxidación. 

Debido a que el aldritiol es un reactivo de cisteínas, éste podría formar un complejo 

con el glutatión presente en el citosol (concentración alrededor de 10 mM), lo que 

ocasionaría que el compuesto no llegara al sitio de unión de la enzima, dadas las 

bajas concentraciones a las que se observa su efecto, evitando la activación.  

Para evaluar el efecto del glutatión, se realizó un ensayo in vitro incubando glutatión 

con aldritiol (2:1), con el fin de favorecer la reacción entre ellos. Una vez formado el 

complejo glutatión-aldritiol, se evaluó su efecto sobre la actividad de  la enzima 

recombinante. A este respecto, se pudo observar que el complejo glutatión-aldritiol 

también es capaz de activar a ALDH1A1, aunque a concentraciones diferentes  con 

respecto al aldritiol por separado (figura 45). Estos datos indican que el glutatión 

sirve como compuesto presentador del aldritiol a la enzima y una vez en el sitio 

activo, el aldritiol reacciona con la enzima y se libera el glutatión, quedando la 

enzima activada. 
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Una vez determinado que el glutatión no interfiere con la activación de la enzima 

por aldritiol, se realizó un experimento in vivo utilizando  bacterias que sobre-

expresaban la proteína de interés (ALDH1A1), siguiendo la curva de crecimiento a 

diferentes concentraciones de aldritiol,  en presencia de 5 mM de H2O2 como 

inductor de estrés oxidante (ver materiales y métodos). Se observó que el aldritiol 

protegió  del daño causado por H2O2 (figura 44), pues las células con aldritiol 

crecieron igual que el control, mientras que en ausencia del compuesto, se observó 

que las células empezaron a morir desde el tiempo de la adición del H2O2, lo que 

sugiere que el compuesto está ejerciendo su función de activador y protector de la 

estabilidad de la ALDH.  A pesar de que el glutatión puede reaccionar con el aldritiol, 

este complejo es capaz de activar 54% a la ALDH1A1 recombinante y de esta 

manera contribuir a la eficiente desintoxicación de los aldehídos generados en la 

célula por la inducción de estrés oxidante. 

Finalmente, se demostró que el aldritiol es también activador de otras isoformas de 

ALDH, como son ALDH2, ALDH3A1 y ALDH5A1 (Figuras 46, 47, 48 y 49). La 

activación para cada isoforma ocurre a diferentes concentraciones de aldritiol (tabla 

5), lo cual se puede explicar por las características del pocket catalítico de cada 

isoforma. El pocket catalítico es de menor volumen para ALDH2 y ALDH5A1, que 

son las isoformas que requieren una menor concentración de aldritiol para alcanzar 

el máximo de activación (2 nM y 0.2 M respectivamente). Debido a que las 

concentraciones de aldritiol requeridas para activar a las ALDHs son menores a 2 

M, el efecto pareciera ser específico sobre estas enzimas. Para evaluar esta 

propuesta se determinó el efecto del aldritiol sobre la  actividad de alcohol 

deshidrogenasa (ADH);  en presencia del aldritiol no se observaron cambios en la 

actividad de esta enzima al compararse con su respectivo control (Figura 49). 

Con los resultados obtenidos se confirma que el aldritiol es un compuesto capaz de 

activar a la ALDH1A1 y a otras enzimas pertenecientes  a la familia de las ALDHs. 

Por lo que este compuesto podría utilizarse en un futuro en modelos patológicos 

donde estas enzimas tienen disminuida su actividad. 
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10. Conclusiones. 

1. El aldritiol es un activador no esencial de tipo mixto ya que modifica tanto la 

Km como la Vm de ALDH1A1. 

2. Este compuesto aumenta la eficiencia catalítica de la ALDH1A1 por 

aldehídos producto de la lipoperoxidación, logrando eliminarlos con mayor 

facilidad. 

3. El aldritiol se une de manera irreversible a la ALDH1A1. 

4. El aldritiol también actúa como activador de la ALDH2, la ALDH3A1 y la 

ALDH5 humanas.  
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11.  Perspectivas. 

1. Realizar el análisis de espectrometría de masas de la enzima ALDH1A1-

aldritiol para determinar la naturaleza de la unión. 

2. Efectuar la caracterización cinética de la ALDH2, ALDH3A1 y ALDH5 en 
presencia de aldritiol y determinar el efecto del complejo aldritiol-glutatión 

sobre estas enzimas. 

3. Determinar el paso limitante de la reacción para las diferentes ALDHs en 

presencia de aldritiol. 

4. Evaluar la capacidad de protección del aldritiol del estrés oxidante, en un 

modelo de células eucariontes en cultivo con la expresión endógena de las 

ALDHs.  
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13. Anexo A: Medios y Reactivos utilizados.  

Medio LB 
Triptona 10 g 

Extracto de 
levadura 

5 g 

NaCl 10 g 
H2O c.b.p 1 L 

 

Medio 2XYT 
Triptona 16 g 

Extracto de 
levadura 

10 g 

NaCl 5 g 
H2O c.b.p 1 L 

 

 

Amortiguador de fosfatos 
NaH2PO4 50 mM 
Na2HPO4 50 mM 

H2O c.b.p 1 L 
 

Amortiguador A para la 
columna de IMAC 

NaH2PO4 50 mM 
NaCl 500 mM 

-ME 1.43 mM 

H2O c.b.p 1 L 
pH 7.5 

 

Amortiguador B para la 
columna de IMAC 

NaH2PO4 50 mM 
NaCl 500 mM 

-ME 1.43 mM 

H2O c.b.p 1 L 

Imidazol 500 mM 
pH 7.5 

 

Reactivo A para deteminacion de 
proteína 

Ácido 
bicinconínico 

0.1 g 

Na2CO3 2.0 g 
Tartrato de sodio 0.16 g 

NaOH 0.4 g 
NaHCO3 0.95 g 

H2O c.b.p 100 mL 
pH 11.25 

 

Reactivo B para 
deteminacion de proteína 

CuSO4 0.4 g 
H2O c.b.p. 10 mL 

 

 

 

Componentes del gel de poliacrilamida-SDS 
 Separador Concentrador 

Acrilamida 30% 2.5 mL 415L 
Buffer 1.69 mL Tris 2M pH 8.8 250LTris 1M pH 6.8 

SDS 10% 75L 25L 
TEMED 3.8L 1.75L 

APS 10% 38L 17.5L 
H2O c.b.p. 7.5 mL c.b.p. 2.5 mL 
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Amortiguador de 
corrida del gel de 

poliacrilamida-SDS 
Tris-HCl 0.025 M 
Glicina  0.192 M 
SDS 0.1 % 
H2O c.b.p. 1 L 

 

Amortiguador de carga del gel de 
poliacrilamida-SDS 

Tris- HCl pH 6.8 100 mM 
SDS 4% m/v 

Azul de 
bromofenol 

0.2% m/v 

Glicerol 20% v/v 

-ME 200 mM 

 

Solución de Coomassie para tincion de los geles de 
poliacrilamida-SDS 

Metanol 500 mL 
H2O 400 mL 

Ácido acético 100 mL 
Coomassie azul brillante R-

250 
0.25 g 
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