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RESUMEN 

 

 

En mamíferos, glicina betaína (GB) es el principal osmolito sintetizado y acumulado en las 

células renales; su síntesis es catalizada por la betaína aldehído deshidrogenasa (BADH) utilizando 

NAD+ como coenzima. Estudios previos con la BADH de cerdo (pkBADH) sugieren que ésta 

presenta heterogeneidad de sitios activos y cambios conformacionales inducidos por potasio. Por 

tanto, el objetivo de este trabajo fue demostrar que la unión del potasio a la betaína aldehído 

deshidrogenasa provoca cambios en el ordenamiento y/o en la flexibilidad de los aminoácidos 

implicados en la formación del complejo BADH-NAD+ lo cual regula la catálisis enzimática. Se 

realizaron estudios de interacción y espectroscópicos de pkBADH en presencia y/o ausencia de 

NAD+ y de KCl para analizar cambios en: 1) la afinidad de la enzima, 2) la flexibilidad y 

orientación de los aminoácidos del sitio de unión al NAD+, 3) la estructura secundaria y terciaria 

de pkBADH. Los resultados de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) mostraron que K+ induce 

cambios en la entalpia y entropía de unión y en la constante de asociación (Ka) de pkBADH por 

NAD+ sugiriendo la participación de un sistema de compensación de energías. Los estudios de 

dicroísmo circular (CD) mostraron que K+ aumenta la termoestabilidad de la enzima y modifica el 

contenido de α-hélices 4 % y 13 % a 25 mM y 100 mM K+, respectivamente. Mediante modelación 

in silico se encontraron tres sitios de unión a K+ en pkBADH. Los datos de fluorescencia 

evidenciaron cambios en la estructura terciaría y en la exposición de los triptófanos del sitio de 

unión del NAD+ en función de la concentración de K+. El análisis de resonancia magnética nuclear 

(NMR) del complejo pkBADH-NAD+-K+ mostró desplazamientos químicos de las señales 

correspondientes a la cisteína y al glutámico catalítico, indicando que la interacción del glutámico 

con el catión ocurre con el grupo COOH, formando glutamato (COO-K+), lo cual estabiliza las 

cargas del entorno. El ensanchamiento de la señal de la cisteína catalítica indica rigidez de la 

estructura, consistente con las conformaciones posibles de la cisteína en el proceso catalítico. Los 

resultados indican que el K+ modifica la afinidad con la que pkBADH une NAD+ mediante un 

sistema de compensación de energía, que se traduce en pequeños movimientos de los aminoácidos 

del sitio de unión a NAD+ y de los sitios de unión al K+. el potasio regula la actividad de la enzima 

en la médula renal manteniendo elevada síntesis de glicina betaína. 

 

Palabras claves: Betaína aldehído deshidrogenasa, Cooperatividad, Glicina betaína, 

Osmorregulación, compensación entalpía/entropía 
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ABSTRACT 

 

 

In mammals, glycine betaine (GB) is the main osmolyte synthesized and accumulated in 

kidney cells; its synthesis is catalyzed by betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) using NAD+ 

as a coenzyme. Previous studies with porcine kidney (pkBADH) suggested that it presents 

heterogeneity of active sites and undergoes potassium-induced conformational changes. Therefore, 

this work aimed to demonstrate that the binding of the K ion to betaine aldehyde dehydrogenase 

causes changes in the ordering and/or flexibility of the residues involved the formation of BADH-

NAD+ complex, which regulates the enzymatic catalysis. Interaction and spectroscopic studies of 

pkBADH in the presence and/or absence of NAD+ and KCl were performed to analyze changes in 

the enzyme's affinity, the flexibility and orientation of the amino acids of the NAD+ binding site, 

and in the protein secondary and tertiary structure. The results of isothermal titration calorimetry 

(ITC) showed that K+ induces changes in the enthalpy and entropy of binding and in the association 

constant (Ka) of pkBADH by NAD+, suggesting the participation of an energy compensation 

system. Circular dichroism data (DC) showed that K+ increases the enzyme's thermostability and 

modifies the content of α-helix at 4 % and 13 % at 25 mM and 100 mM K+, respectively. In silico 

modeling exhibited three possible K+ binding sites in the pkBADH. The fluorescence data showed 

changes in the pkBADH tertiary structure and changes in the exposure of tryptophan near the NAD+ 

binding site. Nuclear magnetic resonance (NMR) analysis of the pkBADH-NAD+-K+ complex 

showed a chemical shift of the signals corresponding to the catalytic glutamic acid indicating an 

interaction of glutamic with the K+ the COOH group, forming glutamate (COO-K+) and stabilizing 

the charges of the environment. The broadening of the catalytic cysteine signal indicates rigidity 

of the structure, consistent with the possible cysteine conformations during the catalytic process. 

The results suggest that K+ modifies the pkBADH affinity by the NAD+ through an energy 

compensation system that results in small movements of the amino acids of the NAD+ binding site 

and the K+ binding sites. Potassium regulates the enzyme activity in the renal medulla, maintaining 

a high synthesis of glycine betaine. 

 

Keywords: Betaine aldehyde dehydrogenase, Cooperativity, Glycine betaine, Osmoregulation, 

enthalpy / entropy compensation
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación 

 

 

La regulación de la actividad enzimática a nivel de la proteína ocurre mediante 

compartimentalización, interacciones alostéricas, modificaciones covalentes y por metales, a la 

fecha, la regulación por cationes monovalentes no ha sido estudiada a profundidad. Se ha descrito 

que en algunas enzimas como las piruvato cinasas durante la evolución y por procesos de selección 

natural sufrieron una mutación puntual, que cambió un residuo de lisina por glutámico, adquiriendo 

una dependencia evolutiva por el potasio, lo que dió como resultado un requerimiento estricto de 

este catión para el proceso de catálisis. En diversos estudios realizados en enzimas aldehído 

deshidrogenasas (ALDHs) se ha descrito la existencia de sitios de unión a cationes monovalentes. 

Por lo que se ha propuesto que, bajo condiciones fisiológicas el K+ se une a esos sitios debido a 

que es el catión monovalente intracelular más abundante, su concentración oscila entre 75-120 

mM.  En ALDHs aún no se elucidado por completo la posible función del potasio en cuento a 

estructura-función. Se ha propuesto que el K+ puede ocasionar cambios conformacionales en 

regiones específicas, los cuales pueden alterar o modificar alguna de las etapas catalíticas de estas 

enzimas. La Betaína aldehído deshidrogenasa (BADH) NAD+ oxidoreductasas (EC 1.2.1.8) 

pertenece a la superfamilia de ALDHs, estas enzimas utilizan la nicotinamida adenina dinucleótido 

NAD(P)+, como cofactor para catalizar la reacción de oxidación irreversible de betaína aldehído 

(BA) a su correspondiente ácido la glicina betaína (GB). En el ser humano la actividad de BADH 

se encuentra en músculo cardiaco, cerebro, hígado y riñón donde desempeña la función de sintetizar 

GB para contrarrestar las condiciones de hipertonicidad en la médula renal.  

GB desempeña la función de osmoprotector de los componentes estructurales celulares 

resguardándolos de los efectos caotrópicos de la urea, además GB promueve la expresión de 

acuaporinas ayudando a regular el volumen celular. Por lo tanto, realizar estudios in vitro utilizando 

técnicas biofísicas y de interacción de la pkBADH en presencia y ausencia de K+ y NAD+ nos 

ayudaría a comprender y explicar a un nivel estructural los mecanismos de regulación y analizar 

los cambios en la flexibilidad y/o rigidez de los residuos involucrados en la formación del complejo 
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pkBADH-NAD+ y conocer cómo se lleva a cabo el proceso de regulación de la catálisis enzimática 

mediada por el ion K+. 

 

 

1.2. Antecedentes 

 

 

1.2.1. Superfamilia de Aldehído Deshidrogenasas  

 

 

La superfamilia de aldehído deshidrogenasas (ALDHs) representa un grupo de enzimas 

relacionadas con el metabolismo de una gran variedad de aldehídos que son producto de diversos 

procesos fisiológicos, biológicos y farmacológicos a partir de precursores endógenos o exógenos 

(Vasiliou et al., 2000). Atreves de los años se estandarizó una nomenclatura sistematizada basada 

en la evolución divergente y la identidad de los residuos en las ALDHs. Para nombrar una proteína 

que pertenece a una familia de ALDHs en específico, debe presentar un 40% de homología con 

otra familia de ALDH. Con base a esta homología, dos genes que pertenecen a miembros de una 

misma subfamilia deben presentar un 60 % de identidad en su secuencia de aminoácidos y se espera 

que estén localizados en el mismo sitio sub-cromosómico. Para nombrarlas se toma como raíz la 

palabra ALDH que denota la superfamilia de aldehído deshidrogenasa y con un número arábigo se 

denota la familia y cuando es necesario, una letra denota la subfamilia seguido de un número 

arábigo denotando el gen individual con la subfamilia (Vasiliou et al., 1999). 

La superfamilia de ALDHs consta de distintos genes, presentes y distribuidos en los genomas de 

diferentes reinos, por ejemplo, en el reino archaea hay 32 genes, 351 en eubacteria y 172 en 

eucariota. En el genoma humano hay 19 genes funcionales y 3 pseudogenes ya identificados.  

La importancia de las ALDHs en el metabolismo, soporta la teoría que estas enzimas provienen de 

un gen ancestral común de unos 3000 millones de años (Sophos y Vasiliou, 2003; Vasiliou et al., 

2004). La superfamilia de ALDHs se está expandiendo continuamente gracias al avance de la 

ciencia en el campo de la secuenciación de genomas, el descubrimiento de genes que codifican 

proteínas con actividad ALDH en los genomas de archaea, eubacteria y eucariota indican que las 

ALDH son importantes componentes del metabolismo en los organismos vivos.  
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Se ha demostrado que las ALDHs están distribuidas en diferentes regiones subcelulares, 

incluyendo el citosol, mitocondria, retículo endoplásmico y núcleo (Izaguirre et al., 1997). Hay 

isoenzimas que se encuentran en organelos diferentes, además del citosol, y poseen un péptido 

señal que les permite ser translocadas a diferentes regiones subcelulares específicas (Braun et al., 

1987; Marchitti et al., 2008). La actividad de ALDH se expresa constitutivamente en tejidos de 

mamíferos encontrándose los niveles más altos en hígado, seguido por el riñón, útero y cerebro, 

esta actividad está dada por una o más de las isoenzimas de las ALDH (Izaguirre et al., 1997). En 

algunas células, la expresión y síntesis de ALDHs puede ser inducida por condiciones de estrés 

(Alnouti y Klaassen, 2007; Rice et al., 2008). 

 

 

1.2.2. Función de ALDHs 

 

 

El metabolismo celular y los diferentes procesos fisiológicos generan una gran diversidad de 

aldehídos endógenos, los cuales se forman durante el metabolismo de aminoácidos, carbohidratos, 

lípidos, aminas biogénicas, vitaminas y esteroides (Vasiliou et al., 2000). Adicionalmente, la 

biotransformación de muchos fármacos y agentes ambientales producen aldehídos, que son 

compuestos altamente reactivos que tienen efecto citotóxico, genotóxico, mutagénico y 

carcinogénico (Vasiliou et al., 2000).  

La principal función de las ALDHs es la detoxificación de aldehídos, ya que catalizan la reacción 

de oxido-reducción de diferentes aldehídos a sus correspondientes ácidos carboxílicos utilizando 

NAD+ o NADH como coenzima (Lindahl, 1992). La detoxificación de compuestos exógenos se 

realiza por la modificación química mediante la adición de un grupo hidroxilo o remoción de 

electrones para formar intermediarios más hidrosolubles que pueden ser excretados con mayor 

facilidad (Vasiliou et al., 2000). Por ejemplo, la adición de un hidroxilo por el citocromo p450 es 

la etapa inicial del metabolismo de diversos compuestos, que da como resultado un intermediario 

hidroxilado, que sirve como sustrato para las posteriores oxidaciones por diferentes 

oxidorreductasas tales como la alcohol deshidrogenasa y aldehído deshidrogenasas (Koppaka et 

al., 2012). 
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1.2.3. Características Estructurales de las ALDHs 

 

 

Entre las características estructurales que se destacan en todas las familias de ALDHs tetraméricas 

(Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998; Lamb y Newcomer, 1999; Ahvazi et al., 2000; Cobessi 

et al., 2000) y diméricas (Liu et al., 1997) está su particular forma de plegarse que es estrictamente 

conservada (Johansson et al., 1998). En cada subunidad se pueden identificar tres dominios 

estructurales característicos: el dominio de unión a la coenzima en el extremo N-terminal, que está 

formado por una estructura α/β con un plegamiento tipo Rossman; el dominio catalítico que está 

formado por 6 láminas β paralelas, donde al final de un túnel hidrofóbico se sitúan los residuos 

catalíticos; y el dominio de oligomerización que es una extensión del dominio de unión a la 

coenzima y está formado por 3 láminas β antiparalelas, lo que explica los efectos importantes que 

tiene la coenzima en el mantenimiento de la estructura cuaternaria y la comunicación entre 

subunidades en algunas ALDHs (Johansson et al., 1998; Wei et al., 2000).  

Las enzimas ALDHs tetraméricas están conformadas por pares de dímeros. La interfaz de la 

subunidad dentro de un par de dímeros, es decir la interfaz monómero-monómero, es distinta de la 

que existe entre los dímeros. En la interfaz del monómero-monómero, hay 10 láminas beta-

plegadas formadas por el dominio de oligomerización de una subunidad y el dominio catalítico de 

la otra subunidad. Además, se ha demostrado que el área de la superficie hidrofóbica entre los 

monómeros en las ALDH tetraméricas es mayor respecto a las de ALDH diméricas, lo que explica 

las diferencias en el estado de oligomerización de estas enzimas (Perez-Miller y Hurley, 2003).  

 En las secuencias de aminoácidos de las ALDHs estudiadas a la fecha se conoce que hay regiones 

altamente conservadas, que son de gran importancia para el funcionamiento de esta familia de 

enzimas. Respecto al sitio activo de las ALDHs, todas las ALDHs estudiadas presentan una cisteína 

altamente conservada en el sitio activo, la cual une al sustrato aldehído (Cobessi et al 1999; Perez-

Miller y Hurley, 2003; Díaz-Sánchez et al., 2011; Muñoz-Clares et al., 2017). Los residuos 

conservados de ácido glutámico participan en la polarización del grupo carbonilo del sustrato 

aldehído y estabiliza los intermediarios de la reacción (Muñoz-Clares et al., 2010). Los residuos 

relacionados con el dominio de unión a la coenzima, como lisina (K192), glicina (G245 y G250), 

ácido glutámico (E245 y E399) y fenilalanina (F401) están estrictamente conservados. El enlace 

amida formado entre los residuos de leucina (L269) y glicina (G270) son componentes cruciales 
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para la catálisis (Gruez et al., 2004).  

Otra región importante conservada en estas proteínas es la región conocida como la caja de residuos 

aromáticos, en las ALDHs de la familia 10 se conservan cuatro residuos importantes que son Y160, 

W167, W285 y W456. En las familias ALDHs 9, 25, 26 y 27 se presentan al menos tres de estos 

residuos equivalentes que forman la caja aromática y se conservan en todas las AMDHs 

secuenciadas a la fecha (Riveros-Rosas et al.,2013)  

En un estudio realizado por Muñoz-Clares et al. (2011) sobre la arquitectura del sitio activo de las 

ALDHs se encontró evidencia de tres regiones vinculantes o "agujeros" formados por átomos de 

la proteína, que participan en la estabilización del sustrato, estas regiones desempeñan papeles 

críticos en la catálisis y dinámica del sitio activo. La primera región es llamada el agujero del 

oxianión y participan la cadena principal de la cisteína catalítica y la cadena lateral de la asparagina 

169, la cual está involucrada en la unión y posicionamiento preciso del sustrato para que se lleve a 

cabo el ataque nucleofílico por la cisteína catalítica (Muñoz-Clares et al., 2011). 

La segunda región identificada fue el agujero de la carboxiamida, que participa en el 

posicionamiento adecuado de la nicotinamida oxidada y está conformado por la cadena principal 

de la leucina 269 y la cadena principal del glutámico 268.  Por último, la tercera región llamada el 

agujero del carboxilo, y participa en mantener la conformación interior del glutámico catalítico, el 

cual está formado por la cadena principal de fenilalanina 465 y por la cadena principal del 

glutámico 476 (Muñoz-Clares et al., 2011). 

 

 

1.2.4. Requerimiento de Cationes Monovalentes en ALDHs 

 

 

Se ha demostrado que hay algunos miembros de la superfamilia ALDH que requieren del ion 

potasio para ser activas, como por ejemplo la ALDH2 de Saccharomyces cerevisiae (Black, 1951), 

la ALDH9 de Pseudomonas sp. (Von Tigerstrom y Razzell, 1968), la ALDH9 de Pseudomonas 

aeruginosa (Valenzuela-Soto et al., 2003). Estas enzimas no presentan actividad en ausencia del 

ion potasio, y se hipotetiza que el potasio induce cambios conformacionales en alguna de las etapas 

catalíticas o que induce cambios conformacionales que afectan la estructura nativa y por lo tanto 

la estabilidad de la estructura cuaternaria afectando la actividad de estas enzimas (González-Segura 
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et al., 2013). Estudios realizados por González-Segura et al. (2013), revelan que estos sitios de 

unión a cationes monovalentes pueden estar presentes en diferentes miembros de la superfamilia 

de las ALDHs. Sin embargo, aún se desconoce el potencial funcional de estos sitios y el papel que 

juegan estos iones en las enzimas que los presentan. 

 

  

1.2.5. Sitios de Unión para Cationes Monovalentes en ALDHs  

 

 

En algunos miembros de la familia de las ALDHs se han encontrado tres sitios principales de unión 

a cationes monovalentes que se han denominado sitio intra-subunidad, inter-subunidad, y el sitio 

de la cavidad central (González-Segura et al., 2009). En el estudio realizado por González-Segura 

et al. (2013), se describe el posible potencial funcional de los sitios de unión a cationes 

monovalentes y la frecuencia con la que pueden estar presentes en las ALDHs. 

El sitio de unión intra-subunidad se ha encontrado en la mayoría de las estructuras cristalinas de 

las ALDHs estudiadas a excepción de la ALDH3. Se conoce que los residuos aminoácidos 

involucrados en coordinar al catión en el sitio intra-subunidad, son grupos de la cadena principal 

de los residuos de Q196, V39 y del D109, equivalentes a los residuos de la ALDH2 de humano 

(González-Segura et al., 2013). Aún y cuando los residuos equivalentes Q196 y V39 presentan alto 

grado de variación en diferentes ALDH, ellos son los que contribuyen a la coordinación del catión. 

Por otra parte, el residuo D109 está conservado en las familias ALDH9, ALDH10, ALDH25 y 

algunos miembros de las familias ALDH1 y ALDH23. El residuo Q196 es conservado en las 

familias ALDH5, ALDH6, ALDH7, y ALDH11(González-Segura et al., 2013).  

Con base a lo anterior, se ha propuesto que hay cuatro posibles impedimentos para que los 

miembros de las ALDHs presenten este sitio de unión intra-subunidad. El primero de ellos se 

relaciona con la sustitución del D109 por una N. El segundo impedimento es la conformación de 

la Q196 está alterada por algún residuo vecino que causa una conformación diferente en el espacio 

que lo hace no compatible para coordinar al catión. El tercer impedimento es cuando hay una 

cadena lateral de una arginina cargada positivamente, la cual causaría repulsión entre el ion y la 

cadena lateral de la arginina en la posición 346. En las estructuras cristalinas de la BADH de P. 

aeruginosa y la de espinaca, se muestran las distancias de coordinación entre el K+ y los átomos 
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de la cadena principal de la proteína, que van de 2.7 a 3.5 Å, las distancias de coordinación son 

más cortas en las estructuras cristalinas donde se encuentran iones sodio en los sitios intra-

subunidad que van de 2.2 a 3.4 Å (Gonzales-Segura et al., 2009; Diaz-Sánchez et al., 2012; 

González-Segura et al., 2013). 

El sitio inter-subunidad es característico de enzimas tetraméricas como la BADH de P. aeruginosa, 

pero también puede estar presente en enzimas diméricas como la BADH de espinaca. El sitio inter-

subunidad está localizado en la interfaz de una subunidad y la subunidad vecina, y está conformado 

por los grupos de la cadena principal de los residuos de K469, G472 y L262 equivalentes a los 

residuos de la ALDH2 de humano. González-Segura et al., (2013) propusieron que en varios 

miembros de la familia de las ALDH, se encuentran los sitios inter-subunidad debido a que 

presentan los residuos capaces de coordinar al catión con la geometría y las distancias de enlaces 

consistentes con dicha coordinación. 

El tercer sitio de unión a cationes es el de la cavidad central, el cual parece ser característica única 

de enzimas con estructura tetramérica. La estructura cristalina de la BADH de P. aeruginosa, 

muestra los residuos involucrados en coordinar al catión en el sitio de la cavidad central, estos son: 

la cadena principal de los residuos de E124, E126 y E450 equivalentes a los residuos de la ALDH2 

de humano (González-Segura et al., 2013). Estos residuos de glutámico están expuestos en la 

cavidad interna formada por las cuatro subunidades de la enzima, de este modo los residuos de 

glutámico están muy cercanos entre sí causando un potencial electrostático negativo que debe ser 

neutralizado para evitar la repulsión y choques estéricos entre ellos y que puede ser compensado 

por la unión de iones K+. Además, se ha propuesto la unión de cuatro iones K+ a cada uno de los 

cuatro sitios, formados geométricamente entre los monómeros de las subunidades ACD, BDC, 

DCA y DAB en la cavidad central de la proteína (González-Segura et al.,2009; González-Segura 

et al., 2013). Los residuos involucrados en la coordinación del K+ al provenir de subunidades 

diferentes, formarían puentes de hidrogeno entre los tres monómeros y se puede inferir que los 

iones K+, juegan un papel importante en el manteamiento de la estructura cuaternaria de la enzima 

(González-Segura et al., 2013).   

La estructura cristalina de la ALDH9 de P. aeruginosa, mostró iones K unidos en los sitios de 

unión intra-subunidad y además cuatro iones situados simétricamente en la interfase 

monómero/monómero de sus dos unidades diméricas (González-Segura et al., 2009). En ALDH9 

bacterianas solo algunas pueden tener este sitio ya que varias presentan residuos de lisina o arginina 
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en la posición 479 que evitaría la unión del catión (González-Segura et al., 2013). Respecto a las 

ALDH9 de peces y anfibios, se propone que pueden presentar estos sitios dada la semejanza 

estructural con la ALDH9 de bacalao (González-Segura et al., 2013). Recientemente, se propuso 

el sitio teórico de unión a K+ en la cavidad central de la BADH de camarón blanco (Litopenaeus 

vannamei), perteneciente a la familia ALDH9 (Delgado-Gaytán et al., 2017).  

En la estructura cristalina de la ALDH2 de humano, se encontraron iones sodio colocados en el 

interior de cada subunidad situados entre el dominio catalítico y el dominio de unión a la coenzima 

(Perez-Miller y Hurley, 2003). Igualmente, en la estructura cristalina de la ALDH10 de Pisum 

sativum se observaron iones sodio en el sitio de unión a cationes intra-subunidad (Tylichová et al., 

2010). 

 

 

1.2.6. Betaína Aldehído Deshidrogenasa  

 

 

Las betaína aldehído deshidrogenasas (BADH NAD+ oxidorreductasa EC 1.2.1.8) son enzimas que 

pertenecen a la superfamilia de las ALDHs. Estas enzimas utilizan la nicotinamida adenina 

dinucleótido NAD(P)+, como cofactor para catalizar la reacción de oxidación irreversible de 

betaína aldehído (BA) a su correspondiente ácido la glicina betaína (GB) (Muñoz-Clares y 

Valenzuela-Soto, 2008; Muñoz-Clares et al., 2009). La actividad de BADH se encontró por primera 

vez en hígado de rata, en donde se observó que había una actividad enzimática diferente a la de la 

colina oxidasa y tenía la capacidad para oxidar betaína aldehído (Klein y Handler, 1942). Desde 

1942 en adelante, la actividad de BADH fue localizada en diferentes organismos, ya que esta 

enzima se caracteriza por encontrarse en la mayoría de los reinos de la naturaleza (planteé, animal, 

fungí, mónera); es una de las enzimas aldehído deshidrogenasas más ancestrales (Julian-Sanchez 

et al., 2007). Se ha demostrado que las BADHs estudiadas en diferentes organismos presentan 

características diferentes en cuanto a parámetros cinéticos, características bioquímicas, 

especificidad por sustrato, distribución subcelular, orden filogenético, función fisiológica y estado 

de oligomerización (Muñoz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008). 
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1.2.6.1. Localización subcelular. La BADH hepática de mamíferos se encuentra distribuida 

mayoritariamente en el citosol y alrededor del 7% en la mitocondria, con una única secuencia 

codificante para BADH en mamíferos, lo que sugiere que ambas isoenzimas son producto del 

mismo gen (Chern y Pietruzko, 1999; Pietruszko y Chern, 2001; Julián-Sánchez et al., 2007). En 

organismos marinos como la ostra, la enzima es mitocondrial pero sintetizada a partir de un gen 

nuclear (Perrino y Pierce, 2000). En plantas, la actividad de BADH se encuentra localizada 

principalmente en el estroma del cloroplasto, y alrededor de un 10% de su actividad total, es 

citosólica (Weretilnyk y Hanson, 1989).  

Aun y cuando los genes que codifican las BADH de plantas también son nucleares, las secuencias 

de BADH encontradas en cloroplastos no presentan péptido señal para la importación al 

cloroplasto, se ha propuesto que los primeros 8 residuos en el extremo N-terminal pueden funcionar 

como péptido señal (Weretilnyk y Hanson, 1990). También se ha demostrado que la BADH se 

puede localizar en los peroxisomas de algunas plantas y se conoce que el péptido señal es una 

secuencia tripeptídica serina-lisina-leucina en el extremo carboxilo terminal que dirige a la proteína 

para ser importada al peroxisoma (Nakamura et al., 1997; Fujiwara et al., 2008). 

 

 

1.2.6.2. Especificidad por sustrato. Las BADHs que se han estudiado a la fecha muestran que no 

son únicamente específicas para betaína aldehído, si no que tienen la capacidad de catalizar la 

reacción de diferentes aminoaldehídos con relación estructural, pero con menor eficiencia catalítica 

(Guzmán-Partida y Valenzuela-Soto 1998). En relación con la especificidad por la coenzima, la 

mayoría de las BADHs de organismos procariotas y eucariotas que han sido caracterizadas 

bioquímicamente, muestran preferencia por el NAD+ con la excepción de algunas enzimas 

bacterianas que tienen preferencia por el NADP+ como la BADH de Pseudomonas aeruginosa y 

la BADH de Xanthomonas translucens (Nagasawa et al., 1976; Mori et al., 1992; Velasco-García 

et al., 2000). Gracias a estas características, las BADHs se relacionan y se integran con diferentes 

rutas metabólicas celulares esenciales. En mamíferos, la BADH está involucrada en varios procesos 

fisiológicos ya que participa en el catabolismo de poliaminas (Ambroziak y Pietruszko, 1991), en 

la síntesis del neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (Lin et al., 1996), la biosíntesis de carnitina 

(Vaz et al., 2000) y la biosíntesis de glicina betaína (Muñoz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008). 
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1.2.7. Características Cinéticas de BADHs 

 

 

A pesar de que se ha demostrado la importancia de las BADHs en diferentes organismos, son pocas 

las BADHs que se han caracterizado cinéticamente. La información generada a la fecha muestra 

que los parámetros cinéticos varían entre BADHs, por ejemplo, la Km para la coenzima y para el 

sustrato betaína aldehído (BA) varía de 2 a 14 veces (Cuadro 1). Las BADHs de bacterias como la 

de Arthrobacter globiformis presenta un valor de Km de 36 µM para BA y de 1035 µM para NAD+ 

representando una Km para BA 3.4 veces más baja y una Km para NAD+ 7.2 veces más alta que la 

BADH de Bacillus subtilis. Por otra parte, la BADH de Xanthomonas translucens presenta una 

mayor afinidad por la coenzima con una Km para el NAD+ 14 veces más baja y una Km para BA 5.2 

veces más alta que la BADH de Arthrobacter globiformis (Mori et al., 1992; Boch et al., 1997; 

Velasco-García et al., 2000; Oishi y Ebina, 2005). 

En las BADHs de plantas la Km para BA varía desde 10 veces más alta en la BADH de Amaranthus 

hypochondriacus con respecto a la BADH de Avena sativa y una Km para NAD+ 10 veces mas alta  

(Valenzuela-Soto y Munoz-Clares, 1993; Livingstone et al., 2003) (Cuadro 1). En cambio, en 

mamíferos, la BADH de Homo sapiens presenta una Km de 140 µM para BA y de 4 µM para NAD+ 

(Kurys et al., 1989), y la de Sus scrofa una Km de 146 µM para BA y de 45 µM para NAD+, 

mostrando valores muy similares tanto para la coenzima como para el BA. (Figueroa-Soto y 

Valenzuela-Soto, 2000). 

 

 

Cuadro 1. Parámetros cinéticos de BADHs de diferentes organismos  

 
ND= no determinada, NA= no activa. 
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A la fecha, se conocen 3 mecanismos cinéticos, el mecanismo ping-pong reportado para la BADH 

del hongo Cylindrocarpon didymum, Escherichia coli y Bacillus subtilis (Mori et al., 1980; 

Falkenberg y Strom, 1990; Boch et al., 1997); el mecanismo iso-bibi-ordenado para la BADH de 

Amaranthus hypochondriacus y de riñón de cerdo (Valenzuela-Soto y Munoz-Clares, 1993; 

Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000) y el mecanismo al azar para la BADH de P. aeruginosa 

(Velasco-García et al., 2000). Es difícil explicar las diferencias en el mecanismo cinético que 

presentan estas enzimas ya que el mecanismo ping-pong no es consistente con el mecanismo 

químico que debería seguir una cinética secuencial. Además, el mecanismo iso bi-bi ordenado que 

presentan las BADH de A. hypochondriacus y de riñón de cerdo son excepcionales y únicos ya que 

ninguna otra ALDH estudiada presenta esta característica (Muñoz-Clares y Valenzuela-Soto, 

2008).  

El mecanismo iso bi-bi ordenado implica que existe un orden específico en la unión y la liberación 

de los ligandos, en el cual la coenzima (NAD+) es el primer sustrato en unirse a la enzima 

formándose el complejo enzima-NAD+. Posteriormente se une el sustrato (BA), formándose el 

complejo ternario. El producto GB es liberado primero y finalmente la coenzima en su forma 

reducida (NADH). Para que la enzima una de nuevo a los sustratos, es necesario un paso de 

isomerización a la forma estable de la enzima para iniciar nuevamente el proceso de catálisis 

(Valenzuela-Soto y Munoz-Clares, 1993; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000)  

Algunos autores proponen que en el mecanismo iso bi bi ordenado, la coenzima al unirse a una 

subunidad aumenta o disminuye la afinidad por el ligando que se unirá en la siguiente subunidad, 

traducido como un proceso de cooperatividad positiva o negativa (Hurley et al., 2001; Weiner et 

al.,2001). Aun y cuando se conoce que las ALDHs siguen una cinética de Michaelis-Menten no se 

descarta la posible comunicación entre subunidades, una forma de cooperatividad negativa se ha 

demostrado en estudios de velocidad inicial de algunas ALDHs incluyendo BADHs de mamíferos 

(Muñoz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008).  

 

 

1.2.8. Características Estructurales  

 

 

Las BADHs que han sido estudiadas y caracterizadas, presentan un estado de oligomerización 

tetramérico y dimérico siendo los monómeros la forma inactiva de la enzima (Fig. 1). Mediante 
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estudios filogenéticos se ha clasificado a las BADHs, de acuerdo con su estado de oligomerización, 

las enzimas tetraméricas de animales y plantas pertenecen a la familia ALDH9, mientras que las 

enzimas diméricas de plantas y algunas bacterias pertenecen a la familia ALDH10 (Julian-Sanchez 

et al., 2007; Muñoz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008). La variabilidad de las BADHs en su 

estructura cuaternaria y en el tamaño de sus subunidades se debe a la gran diversidad de enzimas 

existentes en esta familia, sin embargo, son muy similares en el plegamiento (Julián-Sánchez, et 

al., 2007).  

Al igual que en la gran mayoría de las ALDHs, las BADHs presentan tres dominios por subunidad: 

el de unión de la coenzima, el catalítico y el de oligomerización (Johansson, et al., 1998; González-

Segura, et al., 2009; Díaz-Sánchez, et al., 2012; Halavaty et al., 2015). El tetrámero se forma de 

dos dímeros que interactúan en sus lados opuestos al sitio de unión de la coenzima. Ambos 

dominios de oligomerización del dímero forman puentes de hidrógeno con las partes 

correspondientes del dímero vecino. Entre los residuos de cisteína que se encuentran en el 

homotetrámero de BADH, hay cuatro conservados en cada subunidad: C288, C353, C377 y la 

C439 (Johansson et al., 1998). 

 

 

 
Figura 1. Modelos estructurales de los estados de oligomerización de BADHs. Monómero: Verde: 

dominio de oligomerización, Rojo dominio de unión a la coenzima, Azul dominio catalítico. 
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En un modelo tridimensional, puede observarse que la C439 está localizada en la interfase 

monómero–monómero de los pares diméricos (Johansson et al., 1998); lo cual resalta la 

importancia de este residuo para el mantenimiento de la estructura tetramérica. Además, en las 

secuencias de BADHs hay regiones conservadas que son importantes para mantener la estabilidad 

y conformación de la estructura cuaternaria. Los aminoácidos como el aspartato (D80, D147), 

serina (S82, S500), lisina (K498) y arginina (R84) están implicados en la estabilidad de los dímeros 

y tetrámeros (Gonzalez-Segura et al., 2005). 

 

 

1.2.9. Sitio Activo  

 

 

A la fecha se conocen las estructuras cristalinas de las BADHs de hígado de bacalao (Johansson et 

al., 1998), de P. aeruginosa (González-Segura., et al., 2009), espinaca (Díaz-Sánchez., et al., 2012), 

Pisum sativum (Tylichová et al., 2010), y de Staphylococcus aureus (Halavaty et al., 2015). La 

cristalización ha contribuido a determinar con mayor precisión la estructura de dichas proteínas y 

conocer las características relacionadas con el sitio activo de estas enzimas. 

Todas las BADHs estudiadas poseen una cisteína altamente conservada en el sitio activo, la cual 

une al sustrato aldehído (Johansson, et al., 1998; González-Segura., et al., 2009; Díaz-Sánchez., et 

al., 2012: Halavaty et al., 2015). Así mismo, se han encontrado residuos conservados de ácido 

glutámico que participa en la polarización del grupo carbonilo del sustrato aldehído y estabiliza los 

intermediarios de la reacción (Muñoz-Clares et al., 2010). Los residuos relacionados con el 

dominio de unión a la coenzima, como lisina (K192), glicina (G245 y G250), ácido glutámico 

(E245 y E399) y fenilalanina (F401) están estrictamente conservados. El enlace amida formado 

entre los residuos de leucina (L269) y glicina (G270) son componentes cruciales para la catálisis 

(González-Segura et al., 2009; Gruez et al., 2004).  

Mediante un análisis de la secuencia aminoacídica de la BADH de riñón de cerdo se encontró que 

los residuos conservados son: la cisteína catalítica C288, el glutámico E254 que participa en la 

polarización del grupo carbonilo de la betaína aldehído (y que estabiliza los intermediarios de la 

reacción), la asparagina N157 y la glicina G285. Los residuos relacionados con el dominio de unión 

a la coenzima, como lisina (K180), glicina (G232 y G256), ácido glutámico (E254 y E391) y 
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fenilalanina (F393) también están estrictamente conservados (Muñoz-Bacasehua et al., 2020). 

 

 

1.2.10. Requerimientos de K+ en BADHs 

 

 

Al ser el potasio el ion más abundante en las células, su metabolismo se relaciona ampliamente con 

las actividades celulares y la conservación de la excitabilidad de algunas células (Koeppen, 2018). 

La concentración intracelular de potasio es de alrededor de 120 mM y en el líquido extracelular 

entre 3.5 y 4.5 mM (Brown, 1986). Diversos autores han descrito él requerimiento de K+ como un 

potenciador de la actividad de algunas BADHs aun y cuando no son enzimas dependientes de este 

catión monovalente para ser activas. Hay evidencia de que en las BADH de E. coli (Falkenberg y 

Strom, 1990), amaranto (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1994), cangrejo herradura 

(Dragolovich et al., 1994), B. subtilis (Boch et al., 1997) y de riñón de cerdo (Valenzuela-Soto et 

al., 2003), el potasio tiene un impacto directo sobre la estabilidad y el proceso de catálisis 

enzimática.  

Datos experimentales de la BADH de P. aeruginosa en ausencia de potasio muestran que esta 

enzima pierde su actividad por completo en ausencia de K+, ya que el K+ causa cambios en la 

estructura terciara y estos cambios son dependientes de la concentración del catión en el medio 

(Garza-Ramos et al., 2013; Valenzuela-Soto et al., 2003). Por otra parte, la BADH de riñón de 

cerdo en ausencia del ion K+ pierde su estructura cuaternaria y por tanto la forma activa de la 

enzima (Valenzuela-Soto et al., 2003). Se propone que el potasio ocasiona cambios 

conformacionales que se relacionan con alguna de las etapas catalíticas de estas enzimas y que 

además ayuda a mantener la estructura cuaternaria y por tanto la conformación adecuada para que 

la enzima sea estructuralmente funcional (González-Segura et al., 2013).  

 

 

1.2.11. Función Renal  

 

 

El riñón es un órgano par que se encuentra en la región retroperitoneal, entre la doceava vértebra 
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torácica y la tercera vértebra lumbar, en su aspecto normal asemeja a un frijol de gran tamaño, el 

riñón derecho se encuentra ubicado en una posición más baja al ser desplazado por el hígado, 

presenta una longitud de 12 ± 2 cm, una amplitud de 6 cm y un grosor de 3 cm y su peso normal 

en adulto es de 150-170 gramos (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). 

Los riñones tienen numerosas funciones, sin embargo, las más importantes son la eliminación de 

las sustancias de desecho del metabolismo, la regulación del volumen y la composición de los 

líquidos corporales que es la función crítica y decisiva para el mantenimiento de un ambiente 

estable para el buen funcionamiento de todas las actividades celulares (Guyton y Hall, 2006; Hall, 

2011).  

En el humano, la unidad funcional de los riñones es la nefrona, la cual se encarga de excretar las 

cantidades adecuadas de agua, electrolitos y productos de desecho (Guyton y Hall, 2006; Hall, 

2011). Anatómicamente la nefrona está constituida, por el glomérulo que es un conjunto de 

capilares glomerulares a través del cual se filtran grandes cantidades del líquido de la sangre; y un 

largo túbulo en el que el líquido se filtra y se convierte en orina (Fig. 2). Desde el túbulo proximal 

el líquido fluye al interior del asa de Henle que se encuentra en el interior de la médula renal, cada 

asa está formada por un asa ascendente y una descendente las cuales por sus características 

delgadas en las paredes de la rama descendente y en el extremo inferior de la rama ascendente se 

le conoce como segmento delgado del asa de Henle. En la corteza renal el tubo del asa de Henle se 

vuelve grueso y se le llama segmento grueso del asa ascendente, al final de la cual se encuentra 

situada la macula densa, la cual participa en la regulación de la función de las nefronas (Guyton y 

Hall, 2006; Hall, 2011).  

Pasando la mácula densa el líquido atraviesa al túbulo distal que también se encuentra en la corteza 

renal, pasando el túbulo distal se encuentra los túbulos de conexión y el túbulo colector cortical 

terminando en el conducto colector cortical, al final se unen entre 8 y 10 túbulos corticales para 

formar uno más grande denominado túbulo colector medular (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). El 

proceso fundamental para la formación de orina es el resultado de la filtración glomerular, la 

reabsorción y la secreción tubular, mediante este proceso los riñones se encargan de excretar los 

solutos indeseables del metabolismo y regular el equilibrio hidroelectrolítico de acuerdo con las 

condiciones medioambientales en las que el individuo se encuentre (Guyton y Hall, 2006; Hall, 

2011). 

 



 

28 

 
Figura 2. Componentes principales de la nefrona (Tomado de Guyton y Hall, 2006). 

 

 

1.2.11.1 Formación de orina diluida. Cuando existe exceso de agua el riñón reabsorbe 

continuamente solutos mientras deja de absorber grandes cantidades de agua. Recién formado el 

filtrado glomerular presenta una osmolaridad similar a la del plasma 300 mOsm/L. El filtrado 

glomerular se diluye conforme avanza alo largo de los túbulos, en el túbulo proximal los solutos y 

el agua se reabsorben en la misma proporción de tal forma que el líquido permanece siendo 

isosmótico con respecto al plasma. A medida que el líquido pasa por el asa de Henle descendente, 

el agua se reabsorbe por ósmosis y el líquido tubular alcanza el equilibrio con el líquido intersticial 

de la médula renal, el cual es muy hipertónico, por lo tanto, el líquido tubular aumenta su 

concentración a medida que se adentra al interior de la médula (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011).  

En el segmento grueso del asa de Henle se reabsorben rápidamente sodio, potasio y cloruro, pero 

el agua no se reabsorbe, esto hace que el líquido se vaya diluyendo a través del asa de Henle donde 

alcanza una osmolalidad de 100 mOsm/L al final del túbulo contorneado distal dando origen a la 

formación de orina diluida (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011).     

 

 



 

29 

1.2.11.2 Formación de orina concentrada.  Se forma orina concentrada cuando: (1) aumenta la 

concentración de ADH, lo cual incrementa la permeabilidad del agua a los túbulos distales y 

colectores para que puedan reabsorber agua rápidamente; (2) existe una osmolaridad elevada del 

líquido intersticial medular renal, éste proporcione un gradiente osmótico adecuado para que se dé 

la reabsorción de agua a concentraciones elevadas de ADH (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011).    

La osmolaridad del intersticio en todos los lugares del organismo es de alrededor de 300 mOsm/L 

que es similar a la del plasma. Sin embargo, la osmolaridad del líquido del intersticio de la médula 

renal es mayor por la acumulación excesiva de solutos, creando un ambiente hiperosmótico cuatro 

veces más concentrado que el plasma. La osmolalidad de líquido tubular en el asa de Henle aumenta 

hasta 500 mOsm/L mientras que la osmolaridad intersticial aumenta a 1400 mOsm/L ocasionado 

por el continuo bombeo de iones a todo lo largo del asa de Henle (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). 

La elevada osmolaridad en el intersticio medular es consecuencia del transporte activo de sodio y 

el co-transporte de potasio, cloruro y otros iones desde el segmento grueso del asa de Henle.  

El proceso de formación de orina provoca que las células de la médula renal se encuentren 

sometidas a estrés hídrico constante, debido a los grandes cambios en la tonicidad que se dan 

principalmente por el transporte activo de iones sodio, cotransporte de potasio y otros iones desde 

el segmento grueso del asa de Henle al espacio intersticial de la médula, y a las grandes cantidades 

de urea que provienen de los túbulos colectores hacia el mismo espacio intersticial (Guyton y Hall, 

2006; Hall, 2011). Este acumulo de solutos influencia cambios en la forma y función de las células 

de la médula renal causando la pérdida de la turgencia celular (encogimiento) (Handler y Kwon, 

1993). 

Estos cambios constantes de tonicidad en las células de la médula renal, pudieran provocar efectos 

adversos en los principales componentes estructurales y funcionales de la célula ocasionando daños 

al ADN, causar inhibición de actividades enzimáticas esenciales, incluso puede llegar a limitar la 

comunicación celular (Kültz y Chakravarty, 2001; Brigotti et al., 2003). Sin embargo, para 

contrarrestar estos efectos negativos las células de la médula renal tienen mecanismos altamente 

finos y regulados. Por ejemplo, el aumento en la expresión y la síntesis de proteínas de respuesta a 

estrés, estas proteínas a su vez, llevan a cabo la síntesis de osmolitos orgánicos, metabólicamente 

neutros, ayudando a mantener las funciones celulares (Beck et al., 1988; Neuhofer y Beck, 2006; 

Burg et al., 2007; Burg y Ferraris, 2008). Los osmolitos sintetizados y acumulados en las células 

de la médula renal son glicerolfosforilcolina (GPC), mio-inositol, sorbitol y glicina betaína 



 

30 

(Neuhofer y Beck, 2006; Burg y Ferraris, 2008). 

 

 

1.3. Hipótesis  

 

 

La unión del K+ a la betaína aldehído deshidrogenasa induce cambios en el ordenamiento y/o en la 

flexibilidad de los residuos implicados en la formación del complejo BADH-NAD+ lo cual regula 

la catálisis enzimática. 

 

 

1.4. Objetivo General 

 

 

Demostrar que la unión del ion K a la betaína aldehído deshidrogenasa provoca cambios en el 

ordenamiento y/o en la flexibilidad de los residuos implicados en la formación del complejo 

BADH-NAD+ lo cual regula la catálisis enzimática. 

 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 

 

1. Evaluar cambios en la estabilidad de la pkBADH en presencia de concentraciones variables de 

K+. 

2. Determinar la Kd para el NAD + y el número de sitios de unión de K+ en la pkBADH. 

3. Determinar la flexibilidad de los aminoácidos implicados en la formación del complejo 

pkBADH-NAD+. 

4. Proponer las implicaciones fisiológicas de la regulación de la pkBADH por K+ a nivel 

estructural. 
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1.6. Sección Integradora del Trabajo 

 

 

Los efectos reguladores del ion potasio en las células es diversa y compleja ya que participa en una 

gran variedad de procesos celulares, como la síntesis de proteínas y glucógeno, regulación del 

volumen celular, pH intracelular y la actividad de numerosas enzimas (Guyton y Hall, 2006; Hall, 

2011; Blanco-Santos, 2019). Adicionalmente, la relación de K+ intra y extracelular es el principal 

factor para crear el potencial de membrana que genera un potencial fundamental para la función 

neural y muscular. Son varios los procesos que regulan la entrada y salida de ion K a la célula y 

que ocasionan pequeñas variaciones en las concentraciones intracelulares que podrían regular la 

actividad de pkBADH (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011; Blanco-Santos, 2019). 

La entrada de potasio a la célula es regulada por: cambios en la concentración de hormonas como 

la insulina, la aldosterona; condiciones patológicas como la alcalosis metabólica y algunos 

compuestos como los agonistas β2 (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). Por otra parte, los factores 

que regulan la salida de potasio de la célula son la alta hiperosmolaridad extracelular, lisis celular, 

condiciones como la acidosis metabólica y agonistas α (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). Sin 

embargo, los mayores cambios en la concentración de K+ están dados por la excreción renal 

regulados a su vez por factores como la aldosterona, flujo tubular distal y aporte distal de sodio, 

ingesta de K en la dieta, concentración de K plasmático, pH sistémico y la carga distal de aniones 

no reabsorbibles (Guyton y Hall, 2006; Hall, 2011). 

A través de los años de estudio de la BADH de riñón de cerdo en nuestro grupo de trabajo, se ha 

avanzado en el conocimiento y la comprensión de las características cinéticas y bioquímicas de la 

pkBADH, así como también su estado de oligomerización y algunas características estructurales. 

Los estudios cinéticos realizados en pkBADH generaron interrogantes relacionadas con 

comportamientos extraños de la enzima en estudios in vitro, al ser una enzima que presenta una 

cinética micaeliana, no se entendía por qué los resultados de los estudios arrojaban indicios de 

comportamientos alostéricos (Rosas-Rodríguez, 2010).  

Estudios de modificación química con disulfiram, fármaco inhibidor de aldehído deshidrogenasas, 

encontraron cambios en la reactividad de los sitios activos de pkBADH inducidos por NAD+ 

(Ayala-Castro et al., 2007). Adicionalmente, al evaluar cambios espectroscópicos mediante 

fluorescencia intrínseca de triptófanos se evidenció que la pkBADH presenta cooperatividad 
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negativa con respecto al NAD+, primer sustrato que se une a la enzima (Rosas-Rodríguez, 2010).  

El conjunto de resultados previos indicó que la pkBADH presenta cambios de transición a nivel 

del sitio de unión de la coenzima, que a concentraciones variables de NAD+ son más evidentes. 

Con base en el conocimiento antes mencionado y a la propuesta de algunos autores respecto a que 

al unirse la coenzima a una subunidad, aumenta o disminuye la afinidad por el ligando que se unirá 

en la siguiente subunidad (Hurley et al., 2001; Weiner et al.,2001). Se hipotetizó que los cambios 

en la afinidad son el resultado de la modificación de la flexibilidad de los aminoácidos implicados 

en la formación del complejo enzima-sustrato; lo cual puede ser un sistema de regulación de la 

catálisis en algunas ALDH donde se ha encontrado evidencia de comunicación entre subunidades 

que conduce a un proceso de cooperatividad negativa o positiva. 

Para abordar todas estas interrogantes planteadas y ampliar el conocimiento sobre la estructura-

función de pkBADH se emplearon técnicas biofísicas que permiten estudiar las macromoléculas a 

un nivel atómico y estructural para entender cómo las macromoléculas cambian su conformación 

en eventos funcionalmente relevantes, y cómo las enzimas llevan a cabo el proceso catalítico y 

cómo son reguladas.  Por lo tanto, el propósito de este trabajo fue demostrar que la unión del ion 

K a la betaína aldehído deshidrogenasa provoca cambios en el ordenamiento y/o en la flexibilidad 

de los residuos implicados en la formación del complejo pkBADH-NAD+ lo cual regula la catálisis 

enzimática.  

El desarrollo de este trabajo se concluye con tres productos de investigación original, en los que 

quedan implícitos los objetivos específicos planteados en este trabajo para dar cumplimiento a la 

hipótesis y al objetivo general. 

En el artículo 1 se presenta la investigación original publicada en el Journal of Bioenergetics and 

Biomembranes [2020, 52, 61-70] titulado Role of potassium levels in pkBADH heterogeneity of 

NAD+ binding site. El objetivo de este trabajo de investigación fue analizar si la concentración de 

potasio juega un papel en la heterogeneidad de los sitios activos de la pkBADH a través de cambios 

en la constante de afinidad del NAD+, cambios en la estructura secundaria y en la estabilidad. Se 

llevaron a cabo ensayos de titulación de la enzima con NAD+ a concentraciones fijo-variables de 

KCl y la interacción se determinó mediante calorimetría de titulación isotérmica (ITC). Se 

evaluaron los cambios espectroscópicos mediante dicroísmo circular (DC) y se realizaron estudios 

de desnaturalización inducidos por temperatura.  

Los resultados de ITC mostraron que la constante de afinidad del primer sitio de unión a NAD+ 
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aumentó de forma dependiente de la concentración de K+. Se obtuvieron los parámetros 

termodinámicos de la interacción donde los valores del ΔG para la unión del NAD+, se da de forma 

espontánea y que no es dependiente de la concentración de potasio, los valores de ΔH y ΔS 

muestran que la unión del NAD+ al sitio activo es un proceso exotérmico y que se llevan a cabo a 

expensas de los cambios en la entropía de unión. Los resultados de DC mostraron que las 

concentraciones de potasio modifican la estructura secundaria de pkBADH con cambios más 

marcados en la estructura en forma de α-hélice y estos cambios son dependientes de la 

concentración de potasio evaluadas. Los datos de termoestabilidad demuestran que el potasio ayuda 

a mantener la estabilidad de la estructura frente a la temperatura.  

Adicionalmente, se encontraron tres posibles sitios de unión a K+ en pkBADH, el primer sitio de 

unión a K+ intra-subunidad interactúa con N98, F32 y F184, formando parte de α-hélices ubicadas 

el sitio de unión a la coenzima. El segundo sitio de unión a K +inter-subunidad se encontró en una 

cavidad ubicada entre dos monómeros (que forman el dímero), formado por los residuos K461 

subunidad A, G464 subunidad A y subunidad B I248. Un tercer sitio fue encontrado en la parte 

central de la proteína formada por los residuos E130 subunidad C, R471 y E454 subunidad D, 

demostrando que la unión del potasio a una de estas cavidades explica los cambios encontrados en 

la estructura secundaria y los cambios en la afinidad con la que pkBADH une al NAD+. 

En el artículo 2 se presenta la investigación original aceptada para publicación en el Journal of 

Biological and Chemical Luminescence, titulado Spectroscopic analysis of coenzyme binding to 

betaine aldehyde dehydrogenase dependent of potassium. El objetivo de este trabajo fue analizar 

los cambios en la estructura secundaria y terciaria de pkBADH a concentraciones variables de 

NAD+ y evaluar el papel que juega el K+. En este estudio se llevaron a cabo ensayos de 

fluorescencia intrínseca de triptófanos a concentraciones fijo-variables de K+ y se llevó a cabo la 

titulación de pkBADH con NAD+.  El análisis de los datos de fluorescencia evidenció cambios en 

el máximo de emisión y corrimientos hacia la región del rojo a medida que aumentaba la 

concentración de potasio en el medio, indicando cambios en la estructura terciaria. Además, 

mediante el análisis de Stern-Volmer se encontraron cambios en la exposición de los triptófanos 

cercanos al sitio de unión a la coenzima cuando se llevó a cabo la titulación de la enzima con NAD+ 

en presencia de potasio. Adicionalmente, se encontró que en presencia de potasio el mecanismo de 

extinción del rendimiento cuántico de fluorescencia es un mecanismo estático y la formación del 

complejo pkBADH-NAD+ se facilita en presencia de K+.  
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El análisis de los datos de DC mostró cambios en la estructura secundaria de pkBADH y la 

presencia de K+ durante la unión de NAD+ a pkBADH aumenta la estabilidad térmica del complejo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el potasio facilita la formación del complejo 

pkBADH-NAD+ y sugieren que la unión de K+ a pkBADH provoca pequeños cambios a nivel del 

contenido de α-hélices y de la disposición en el espacio de los átomos de los triptófanos del sitio 

de unión del NAD+ de la enzima; lo que puede influir sobre las conformaciones posibles en el sitio 

activo, ello puede estar modificando el microambiente del sitio de unión a la coenzima y que ésto 

a su vez facilite la formación del complejo enzima-sustrato. 

Para concluir este trabajo en el artículo 3 se presenta una investigación original enviado a 

Biochemical Biophysical Research Communications  titulado “Interaction studies of the pkBADH-

NAD+-K+ complex reveals a new possible mechanism between potassium and glutamic 254 of 

porcine kidney betaine aldehyde dehydrogenase recombinant” El objetivo de este trabajo fue 

analizar el papel del potasio en la heterogeneidad de sitios activos de pkBADH y determinar 

cambios en la flexibilidad de los aminoácidos del sitio de unión a NAD+. Se obtuvieron espectros 

de resonancia magnética nuclear de pkBADH en presencia y ausencia de NAD+ y K+ para 

determinar cambios en la flexibilidad de los aminoácidos del sitio de unión a la coenzima.  

Los resultados muestran que durante la formación del complejo enzima sustrato en presencia de 

K+ hay un desplazamiento químico de las señales correspondientes al glutámico catalítico que 

participa en la transferencia del H+ en la reacción de oxidación del NAD+. Además, se encontró 

ensanchamiento de las señales características de la cisteína catalítica indicando mayor rigidez o 

menor grado de rotación de la estructura, que es consistente con las posibles conformaciones que 

puede adoptar la Cys-288 durante el proceso de catálisis. También, se encontraron cambios 

químicos en el ambiente que rodea el NAD+, confirmando la unión de éste en el sitio activo, 

localizado en la parte interna de la proteína. Mediante la modelación estructural in silico se 

encontraron cambios en la orientación de los residuos del sitio de unión ala coenzima en presencia 

y ausencia de NAD+ de diferentes estructuras con alta homología estructural. 
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5. IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS DE PKBADH EN CÉLULAS RENALES 

 

 

Como parte de los objetivos particulares de este trabajo se proponen las implicaciones 

fisiológicas de la regulación de la pkBADH por K+ a nivel estructural y a continuación se describen 

los posibles mecanismos de regulación y su posible implicación fisiológica. 

La pkBADH es un homotetrámero de 232 kDa, que está formado por cuatro subunidades de 54 

kDa cada una (Valenzuela-Soto et al., 2003). La regulación de la actividad de pkBADH puede estar 

ocurriendo a nivel de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. Las variaciones en las 

concentraciones de iones, principalmente Na+ y K+, que se encuentran en la médula renal debido 

al mecanismo de formación de orina, son los posibles candidatos para participar en la regulación 

de la actividad de pkBADH debido a sus características similares de carga y radio atómico. 

Los procesos que mantienen las concentraciones de Na+ y K+ intracelular son el trasporte activo 

primario, donde la bomba de sodio-potasio-ATPasa (Na+/K+-ATPasa) desplaza tres átomos de Na+ 

del interior de la célula hacia el exterior y al mismo tiempo mueve dos de K+ en sentido contrario. 

Este sistema junto con los canales de potasio ROMK (rectifying outer medulla potassium), generan 

carga positiva en la luz tubular, lo que posteriormente favorece la reabsorción paracelular de otros 

cationes como calcio y magnesio en las células de la médula renal (Guyton y Hall, 2006; Hall, 

2011; Blanco-Santos, 2019). 

La pkBADH en el citoplasma de las células renales se encuentra en su conformación tetramérica 

que es su forma activa, la unión de los iones potasio al sitio de unión a K+ ubicado en la cavidad 

central de la proteína, mantendría la conformación activa de pkBADH. El ion K+ al formar 

interacciones electrostáticas con tres de las subunidades conservaría la estructura cuaternaria, 

evitando la disociación a dímeros (inactiva) que es la forma más estable de la proteína evitando la 

disminución en la síntesis de glicina betaína (GB). Nuestros resultados muestran que solo 10 mM 

de K+, aumenta la afinidad del sitio de unión a NAD+, aumentando la eficiencia catalítica de 

pkBADH y regulando la síntesis de GB. La unión de K+ a pkBADH específicamente en el sitio de 

unión a NAD+, el K+ interacciona con el grupo COO- del ácido glutámico 254 formando glutamato 

COO-K+, esta interacción estabilizaría las cargas del sitio de unión a la coenzima facilitando la 

interacción con el NAD+, y aumentando la rigidez de la cisteína catalítica para que adquiera la 

conformación adecuada para unir a BA, regulando la eficiencia catalítica de pkBADH.  



 

77 

Un aumento en la eficiencia catalítica de pkBADH incrementaría la síntesis de GB en las células 

renales, impidiendo aumentos en la osmolaridad y generación de estrés osmótico y estrés oxidativo.  

En nuestros resultados encontramos que la pkBADH presenta cambios en la estructura secundaria 

principalmente en el contenido helicoidal de pkBADH y en la estructura desordenada, con 

pequeños cambios en la estructura de láminas-β. Los cambios encontrados están relacionados 

principalmente con cambios en la orientación de los grupos R de los aminoácidos que están 

ubicados en el sitio de unión a la coenzima. Estos movimientos o cambios en la orientación de los 

aminoácidos, son causa de la interacción de los iones potasio en cavidades o sitios de unión a K+ 

ubicados en la región intra-subunidad e inter-subunidad de pkBADH que de alguna forma ayudan 

a mantener el correcto plegamiento del sitio de unión a la coenzima, aumentando o disminuyendo 

la afinidad con la que pkBADH une al NAD+ regulando la eficiencia catalítica de pkBADH. Una 

baja eficiencia catalítica de pkBADH en las células renales ocasionaría disminución en las 

concentraciones de GB y por ende aumento en la osmolaridad provocando estrés osmótico. 

El estrés osmótico en las células de la médula renal produce una reducción del volumen celular, 

reordenamiento del citoesqueleto; estrés oxidativo que provoca aumento en las especies reactivas 

de oxígeno ocasionando daños al ADN dando como resultado restricciones transcripcionales y 

traduccionales, otro efecto es el arresto del ciclo celular que puede conducir a la apoptosis celular 

(Valenzuela-Soto y Rosas Rodríguez, 2021). 

Es en este sentido la correcta regulación de la actividad de pkBADH en las células renales es muy 

importante ya que la síntesis y acumulación de GB es crucial para hacer frente a las altas 

concentraciones de urea y NaCl que se manejan durante la reabsorción de agua en el proceso de 

formación de orina concentrada para conservar los fluidos corporales. Además, en las células de la 

médula renal, GB juega un papel como osmolito y osmoprotector protegiendo a las proteínas de 

las alteraciones causadas por la urea y el NaCl (Neuhofer W., y Beck F., 2006: Burg M.B., y 

Ferraris.,2008). Además, GB regula la expresión de algunos factores de transcripción, 

principalmente aquellos involucrados en el metabolismo de los lípidos y las respuestas 

inflamatorias como NFκB, SREBP y PPARα (Figueroa-Soto y Valenzuela Soto, 2018). El estado 

energético celular también es beneficiado por la síntesis de GB ya que al participar como donador 

de grupos metilos ayuda a mantener el funcionamiento y el proteoma mitocondrial, además ayuda 

a mantener el potencial de membrana mitocondrial permitiendo la síntesis adecuada de ATP (Jung-

Kim, 2018). 
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La regulación de la actividad de BADH en un contexto fisiológico, no solo se puede generalizar a 

la actividad enzimática, sino también a mecanismos de regulación transcripcional, ya que en otros 

estudios se ha demostrado que el estrés osmótico induce la expresión de ALDH9A1 que es 

prácticamente BADH (Izaguirre et al., 1997). Adicionalmente en un estudio realizado por Henrion 

et al. (2015) se encontró una asociación de riesgo para el desarrollo de cáncer renal en el intrón 4 

del gen ALDH9A1, además hay datos importantes que demuestran que la ALDH9A1 regula la 

expresión de proteína 3 inducida por el factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Sowa et al., 2009).  

Adicionalmente, la actividad de BADH se puede ver afectada por algunas enfermedades como la 

hipertensión, diabetes mellitus, lupus eritematoso sistémico o como consecuencia de un infarto de 

miocardio: La nefropatía hipertensiva y la diabetes generan estrés hiperosmótico, estos casos 

representan condiciones de déficit de agua, crisis energética con un bajo nivel de coenzimas y 

cofactores en el organismo. Bajo las condiciones anteriormente descritas, la energía y la síntesis de 

ATP se redistribuye para que las células ejerzan las funciones esenciales para mantener la vida del 

organismo, esto ocasiona un cese en la síntesis de proteínas incluida la BADH. Una disminución 

en la concentración de pkBADH provocaría la disminución en la síntesis de GB, que adicional a la 

pérdida de agua por ósmosis y de K+ intracelular, causaría la disociación a dímeros de la pkBADH 

afectando seriamente la osmorregulación y la osmoprotección celular.  
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6. CONCLUSION 

 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el K+ modifica la conformación de la 

proteína a nivel de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, principalmente en el contenido 

helicoidal de pkBADH y en la estructura desordenada, con pequeños cambios en la estructura de 

láminas-β. Los cambios en estructura terciaria principalmente fueron evidentes en la región del 

sitio de unión a la coenzima con cambios en la exposición y el estado de solvatación de los residuos 

presentes en esta zona de la proteína. La unión de iones potasio a los sitios intra e inter-subunidad 

modifican la afinidad con la que pkBADH une NAD+ mediante un sistema de compensación de 

energías, que se traduce en pequeños movimientos modificando la flexibilidad o el grado de rigidez 

de los aminoácidos del sitio de unión a NAD+ y de los sitios de unión a K+, modificando el 

microambiente que rodea el sitio activo.  
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7. RECOMENDACIONES  

 

 

Se recomienda ampliar este estudio mediante el uso de herramientas que permitan 

determinar parámetros termodinámicos de plegamiento en presencia de ligandos, realizar estudios 

de simulación mediante dinámica molecular para determinar fuerzas de interacción y transiciones 

temporales inducidas por ligandos. Además, la utilización de técnicas de sondas espectroscópicas 

resueltas por tiempo permitiría determinar cambios en la conformación de la cadena proteica a 

nivel atómico, determinar cambios en la orientación y empaquetamiento de la estructura y evaluar 

estados de solvatación de la proteína. Adicionalmente se recomienda ampliamente continuar con 

los experimentos de cristalización para obtener las estructuras cristalinas de pkBADH y así refinar 

las estructuras a partir de restricciones experimentales.  
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