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RESUMEN

la enzima Betaina Aldehido Deshidrogenasa (BADH 1.2.1.8),
forma parte de la familia de las aldehido deshidrogenasas clase 9
(ALDH9). En el rifion de cerdo, contribuye al mantenimiento de la
osmoregulacién del drgano, sintetizando el osmolito glicina
betaina. La BADH puede verse afectada por cambios de
temperatura y fuerza ionica, debido a que pierde su estabilidad y gy
forma estructural activa. El estrés oxidativo es el producto de la
acumulacion no controlada de especies reactivas de oxigeno
(ERO), lo cual modifica el ambiente en el que se encuentra la
enzima. Existen estudios de ALDHs en los que se ha demostrado |g
pérdida de la actividad en presencia de ERO. En este trabajo, se
analizé a través del mecanismo cinético de la enzima, los
cambios provocados por el H,O, a distintos pH y fuerza ionica. La
eficiencia de la enzima disminuye en presencia de H;O, 0.1 mM. Se
realizaron estudios de inhibicion por HO, (0 - 0.2 mM) a pH70 y
8.0 manteniendo fija, saturante o  subsaturante la
.concentracién de uno de los sustratos y variable la del otro. A pH 8.0
se encontrd inhibicién de tipo mixto para NAD+ (Ki = 108 pM) ¥y no
competitivo respecto a BA (Ki = 206 uM). A pH 7.0 se encontré g
mismo tipo de inhibicion (Kinap = 400 mM, Kiga =115 mM). La fyerza
ionica fisioldgica no evitd la inhibicion de BADH a pH 8.0, pero si
ligeramente a pH 7.0 (10%). La temperatura 'y el pH
incrementaron el nivel de inhibicion causado por peroxido (A 25 °C
inhibid 50%, 50%, 47%, 44% y 37%, mientras que a 37 °C inhibid 52%,
70%. 75%, 91% y 93% a pH 68, 70, 72, 74y 8.0
respectivamente). Los datos generados sugieren que la BADH
renal puede ser inhibida por peroxidos, comprometiendo la
sintesis del osmolito glicina betaina, la cual es fundamental ,para el

correcto funcionamiento del 6rgano.



INTRODUCCION

A panir del descubrimiento de los radicales libres en la guimica a
principios del siglo veinte, los conceptos de estrés oxidativo, dafio oxidativo y
antioxidantes fueron integrados al vocabulario cientifico. Actualmente, estos
conceptos son utilizados indistintamente en algunos articulos y discusiones
en diferentes areas de ihvestigacion, con el objetive de comprender la
esancia, la distribucion y las causas, dada la importancia de sus efectos
sobre Ja salud (IKohen y Nyska, 2002).

En el metabolismo celular, se generan especies reactivas de pxigeno
(ERO) bajo condiciones normales, de manera que la proporcion de
formacién de dichas especies estd equilibrada con la cantidad eliminada por
los antioxidantes. Bin embargo, cuando se altera este balance se favorecen
las condiciones para generar el estrés oxidativo y provocar el dafio celular
{Touyz, 2004),

k) estrés oxidativo provoca dafo fisiolégico en el organismn, causado
por la acumulacion de ERO (Martin y Goeddeke-Merickel, 2008), Las ERO
gon metabolitos muy reactivos, generados de manara exogena o endbgena y
han demostrado ser capaces de dafar al ADN, promover |a peroxidacion de
lipidos en membranas y modificar irreversiblementa las proteinas (Guligrrez,
2002). Dicho efecto tiene una relacidn directa en la aparicion  de
enfermedades como hipertension, diabetes, disfuncién renal (Bayraktutan,
2002, Evans y Halliwell, 1999) vy olras patolagias neurodegenerativas
(Warner, ef al., 2004).

Aungue se conoce el efecto de las especies reactivas sobre algiinas
proleinas, aun faltan por estudiar otras que desempenian un papel
importante en la funcidén de drganos especificos. Tal s ol caso de |las
enzimas pertenecientes a la familia de las aldehido deshidrogenasas
(ALDHMs), de cuya afectacion por el estrés oxidativo se conoce poco (Dalber,
et al, 2004; Ohsawa, af al, 2003; Ohta, ot al, 2004: Parker, 20043,



Las ALDHMs catalizan la oxidacion irreversible de una amplia gama de
aldehldos a sus correspondientes Acidos (Johansson, et al, 1988), La
betaina aldehido deshidrogenasa (BADHM, EC 1.2.1.8) cataliza el Oltimo paso
de la sintesis ireversible de glicina betalna, sustancia cuya funcion es actuar
coma osmoprotector sin alterar 1as funciones celulares (Falkenberg y Strom,
1980, Mori, ef al, 1992, Nagasawa, ef al, 1976; Valenzuela-Solo y Musioz-
Clares, 1884, Werellinyk y Hanson, 1989,

En fa literatura reciente se discuten las causas del estrés oxidative an
funcion de los principales metabolitos gue generan el daio oxidativo
(Beckman y Ames, 1998, Kohen y Nyska, 2002; Locateli, of a/, 2003), En
los vllimos afos e ha encontrado evidencia de que las especies reactivas
de oxigeno, a bajas concentraciones, favorecen algunas reacciones
fisiologicas, regulan el metabolismo, vy ademas, pueden ser utilizadas
clinicamente, rompiendo esquemas e hipotesis establecidas {Voeikov, 20086).
La mayor parte de las publicaciones sobre el tema tienen un erfogue clinico,
porlo cual s0lo sefalan las enfermedades que el estrés oxidalivo induce, Sin
embargo, no profundizan en las rutas metabdlicas ni en los cambios que
sufren las protelnas involucradas en la aparicién de enfermedades,

El estudic del mecanismo cindtico de la betaina  aldehido
deshidrogenasa, proteina de gran importancia para la homeosiasis de las
celulas renales, es un buen modelo para tratar de comprender & mecanismo
de acclon de las especies reactivas de oxlgeno sobre (as proteinas con
actividad enzimatica. Por ello, en este trabajo se evaluaron las constantes
cinéticas de BADH en presencia del peréxido de hidrogeno como inductor
del estrés oxidativo bajo distintas condiciones, asl como el tipo de inhibicion

que provoca en ésta.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Espacies reactivas de oxloeno v esirés oxidativo

Un radical libre es una especie gquimica que contiene wno o mas
electrones desapareados en sus orbitales externos. Una molécula puede
convertirse en radical libre captando o perdiendo un electrén. Asl mismo, los
radicales libres también pueden formarse cuando un enlace covalente so
rompe y cada electron de la pareja comparlida permanece en un dtomo de
cada especie  formada. Como  consecuencia de  sus  electrones
desapareados, estas son extremadamente reactivas; por lo tanto, tienen una
vida media cofla y su concentracion en el estado estacionario es baja
(Martinez-Cayuela, 1998),

En general, las ERQ son sustancias prooxidantes y pueden ser
clasificadas en dos grupos: especies radicales y no radicales, Los radicales
engloban al oxigeno (biradical) (Oy), dxido nitrico (NOY), anion superéxido
(027, hidroxilo (OH), peroxilo (ROQ) y alcoxilo (RO, y contienen, al menos,
un electron desapareado, Son especies muy reactivas por su propension a
donar u obtener ofro electrdn para mantener su establlidad. Entre |as
aspecies no radicales, se encuentran el acido hipocloroso (HCIO), el
perdxido de hidrogeno (Hx0y), los perdxidos organicos (ROOH), el ozono
(Qy), los aldehidos (HCOR) y el oxigeno singulete ('0,), A pesar de no ser
radicales en sl, se toman en cuenta ya gue parlicipan en las reacciones que
elevan la concentracion de los agentes prooxidantes (Kohen y Nyska, 2002).

El exceso de las especies reactivas da como resullado un dafio
celular al interactuar con las principales biomoléculas del organismo
(Gutiérrez, 2002). Dicho estrés se debe a la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes, que producen una ruptura del equilibrio gue debe existir
entre las sustancias o faclores prooxidantes y los mecanismos anlioxidantes.
La pérdida del balance en estos sislemas de defensa, pusde ser el resullado
de un deéficht de los compuestos antioxidantas, o tamblén, de un incremento
exagerado en la produccion de ERQ (Gutierrez, 2002).

—



Desde el punto de vista molecular, las especies reactivas de oxigeno
son pequefas moleculas que se producen por diferentes mecanismos, Entre
las principales rutas para su generacion, estan la cadena de transporte de
electrones a nivel mitocondrial, la hiperosmolaridad v las reacciongs de
oxidacion, Ademds, el incremento de ERO en el organismo se puede
producir por factores exotgenocs, lales como las radiaciones gamma vy
ultravioleta, el ultrasonido, los allmentos, los farmacos, los contaminardes,
los xenobidticos y las toxinas. También inducen dicho incremento los
factores endogenos, como &l metabolismo, las enzimas productoras de ERO
y las enfermedades,

Un organelo en el cual se generan las ERO es la mitocondra, Cuyo
papel &3 la produccion de energla mediante la fosforilacion oxidativa y el
consumo de oxigeno. Para lograrlo, lleva a cabo el flujo de electrones a
través de una serie de complgjos, a este proceso se le llama cadena de
transporte de electrones. Ei aceplor final de electrones es el oxigeno
molecular, el cual es reducido hasta agua. Sin embargo, durante este
proceso algunos electrones pueden escapar y dar lugar a8 una reduccion
incompleta del oxigeno, formando el anidn superéxido ('0;). Se estima que
un maximo del t% del oxigeno que se consume puede terminar en la
formacion de ERQ. Cuando los sisternas antioxidantes enzimaticos Yy ho
enzimaticos han sido superados por la canlidad de especies reactivas,
puede ocurrir el dafio oxidativo y la muerte celutar (Fariss, ef al., 2005),

Para contrarrestar los efectos negativos de las ERO producidas en el
cuerpo, los mecanismos de defensa han evolucionado para detoxificar estos
radicales. Dichos mecanismos consisten en enzimas, la mayoria de ellas
intracelutares, y antioxidantes de bajo peso molecular. Estos Ullimos, se
tocalizan dentro y fuera de la célula, y provienen del consumo de frutas y
vegetales digtarios, asi como de su sintesis en las células (Evans y Halliwed!,
1989).

Dentro de las enzimas con aclividad antioxidante en mamiferos, se
encuentra la superdxido dismutasa. Su funcién es acelerar Ja conversion de
‘O en Hz0,, El perdxido productdo es eliminado por la glutation peroxidasa



y la catalasa, que lo convierten en MO y Op Algunas otras enzimas pueden
estan involucradas en la reduccion de compuestos oxidados (GSH
reductasa, deshidroascorbalo  reductasa) o  ser  responsables  del
mantenimiento de los grupos tiol de las proteinas (liorredoxina reductasa)
(Ahsan, ef al, 2003). También tienen esta funcion los compuestos
hidrofilicos, como el glutation, el Acido ascorbico v la urea, asi como algunos
lipofilicos (locoferol, favonoides, carotenoides y ubiguino!) que mantienen un
ambignte reductor, difieren no sdlo entre un organismo o tejido, sino tambidn
entre compartimientos celulares (Beckman y Ames, 1998),

A pesar de lo anteriormente expuesto, el equilibro entre las sustancias
prooxidantes y antioxidantes no es perfecto, ocasionando inevitablemente el
dafio oxidativo. En los tltimos afios, el estrés oxidativo ha sido implicado en
una gran variedad de procesos degeneralivos, enfermedades y sindromes.
Entre los mas importantes estan la enfermedad de Parkinson y Alzheimer,
que afectan el sistema nervioso central (Valko, el al, 2007). También esta
implicade en @l infarto del miocardio e hipertensidn, alterando el sistema
cardiovascular y otros que involucran el sistema respiratorio, digestivo y
osteomioarticular  (Touyz, 2004). En conjunto con el proceso de
envejecimiento, el estrés oxidativo puede acelerar la degradacion del
organismo, por ello e gran interés en su esludio con el fin de tener mas
glternativas terapéuticas (Pérez-Pérez, 2000).

Efecto dol estrés oxidalivo sobre las profeinas

La oxidacion de proleinas es definida como la modificacidon covalente
inducida por la presencia de especies reactivas de oxigeno o indirectamente,
por la interaccion con productos secundarios del estrés oxidativo, Debido a
la vanedad de mecanismos que pueden inducir las modificaciones y la
alteracion de las cadenas laterales de aminodcidos, el numero de opciones
para la oxidacion de proleinas se multiplica (Shacter, 2000),

&



Las protelnas son medificadas de diferente manera por especies
reactivas de oxigeno, ya sea a través de sus instauraciones o modificacionss
amingacidicas en aquélias con proporciones elevadas de triptdfano, lirosina,
fenilalaning, histidina, metionina y  cisteina  (Shacter, 2000). Estas
alteraciones provocan cambios estructurales por  entrecruzamiento v
fendmenos de agregacion, que se ven favorecidos por la formacion de
puentes disulfuro  intra- e infermoleculares.  Estos  cambios en  las
conformaciones estructurales se ven reflajados en la pérdida de funcidn de
la proteina (Martinez-Cayuela, 1998).

| daiio oxidativo a las proteinas tiene una quimica muy compleja.
t:nlre las aespecies mas deletéreas, se incluyen radicales de rapida
propagacién como el alcoxilo (Evans y HMalliwell, 1999). A partir de las
proteinas oxidadas, se generan algunos productos como los hidroperéxicdos
proteicos, que son relativamente estables y pueden generar nuevos
radicales al reaccionar con metales de transicion (Gleseg, ef al., 2000), Los
residuos de aminoacidos azufrados, como la lisina y la histidina, suelen ser
mas susceptibles al dafo oxidativo (Shacter, 2000). En los primeros, se
genaran disulfures que pueden inducir la formacion de puentes covalentes
cruzados entre proteinas o subunidades, con formacién de agregados
(Gutierrez, 2002). En los segundos, se produce su oxidaciéon a grupos
aidehidos, lo cual también pusde ocurrir con residuos de aspartico, prolina v
arginina. Esto da lugar a un incremento de grupes carbonilo en las proleinas
blanco, En log casos extremos llega a producirse incluseo la fragmentacion de
las cadenas polipeptidicas (Vicedo y Vicedo, 2000),

Betalna aldehido deshidrogenasa

L-as enzimas son proteinas catallticas muy especificas, que aceleran
la velocidad de una reaccién mediante 1a reduccion de la energla de
activacidn (Copeland, 2000), En el rifidn se encuentra la enzima betalna
aldehido deshidrogenasa, enzima con una funcidon muy importante en la

homeostasis celular (Figueroa-Soto, ef al, 1999),



) rifién es un organe encargado de eliminar del cuerpo suslancias de
desecho que se han ingerldo o se han producido en &l metabolismo {Coresh,
et al, 2003). Una sequnda funcion, que es especlaimente decisiva, es la
ragulacion del volumen y la composicion de los liquidos corporales (Kuiltz,
2004}, Por lp gue respecia al agua, y practicaments a todos ios electrolitos
del cuerpo, el equilibrio entre los ingresos y las perdidas se mantieng en
gran pare a través de la adecuada funcidon de los rifiones. Esta funcion
reguladora manliene el ambiente esteble que todas las células necesitan
para llevar a cabo sus diversas actividades (Guyton, 1992).

La BADH de rifidn activa es un homotetramero de 232 kDa (Fig.1) que
muestra preferencla por el NAD' como coenzima y es muy especifica para
helaina aldehide como sustrato (Figueroa-Soto vy Valenzuela-Soto, 2000), Se
ha estudiado e efecto que los caliones monovalentes tienen sobre su
aclividad, eslabilidad v termoestabilidad, encontrandose que la BADH de
nion requiere de K' para mantener ia estabilidad de la forma tetramérica
activa (Valenzuela-Soto, el al., 2005; Valenzuela-Scio, et al., 2003).

SUnuidad o
| Subunidad ()

Flgura 1. Estructura telramérica de belnina aldehido deshidrogenasa de bacalaw
(Johansson, et al.,, 1998),



La estuctura tetramérica conocida como  estado nalive {"folded
state”), define ef sitio activo de la macromolécula, v es la Onica relevante
desde el punlo de vista bioldgico. Solamente cuando se ancuenira en su
estrurtura terciavia, la proleina es capaz de realizar las diversas funclonas
bieguimicas para las cuales fue disefiada. De este modo, e problema del
plegamiento de una proteina consiste en determinar los mecanismos fisicos
y quimicos que le permiten a la cadena de aminoacidos adquirir una
estructura tridimensional especifica (Olivares-Quiroz y Scherer, 2004),

lLa mayoria de las células capaces de adaplarse a allas
concentraciones de sales logran equilibrar la osmolaridad extraceiular al
aumentar las concentraciones intracelulares de ciertas sustancias organicas
(Yancey, 2005). Una de estas sustancias es la glicina betaina, un osmolito y
osmoprotector (no toxico) que se acumula dentro de la célula cuando se
encuentra bajo estrés osmotico (Garcia-Perez y Burg, 1991), Ademas, se ha
obsevade que muchas plantas, bacterias y animales acumulan glicina
betaina, no solo al estar en estrés salino, sino también bajo condiciones de
estres hidrico (Yancey, ot a/., 1982).

En algunos microorganismos como Xanthomonas transiucens v
Pseudomonas  aeruginosa, ia enzima BADH tiene un papel como
intermediario en la catalisis de los precursores del osmolito glicina betaina
(Mufioz-Clares y Mujica-Jimenez, 2001). Este efecto te da una mayor
importancia a la aclividad de la enzima, como protelna clave para la
proteccion osmotica de la célula (Gonzalez-Segura, ef al., 2005).

Lag especies de la familia de atdehido deshidrogenasas que se han
estudiado presentan algunas diferencias, en cuanto a estructura. La
variabilidad en su estructura cualemaria y en el tamano de sus subunidades
se debe a la gran diversidad de enzimas existentes (Julian-Sanchez, of al.,
2007), sin embargo, son muy similares en la torma de plegarse. De este
maodo, pueden distinguirse tres dominios en la subunidad: el dominio de
union de la coenzima, el catatitico y el de oligomerizacion (Johansson, ef af,
1998) (Fig, 2).
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Figura 2. Subunidad de BADH representando sus dominies principales (Johanssoen, of
al., 1998).

EH etramero se forma de dos dimeros que interaclian en sus lados
opuestos al sitic de union de ia coesnzima. Ambos dominios de
oligomerizacion del dimero forman puentes de hidrogeno con las partes
correspondienies del dimero vecino. Entre los residuos de cistelna gue se
encuentran en el homotetramero de BADH, hay cualro conservados en cada
subunidad: Cys286, 363, 377 y 438, En un modelo tridimensional, puede
ohservarse que la Cys438 esta localizada en la inlerfase mondmero -
mondmero de los pares dimericos (Johansson, et al., 1998) (Fig. 3). Esto
resalla fa timporancia de este residuo para el mantenimiento de la estructura
lelramérica naliva, Ademas, puede interaccionar formando puenies de
hidrbgeno con el residuo de lisina de la subunidad vecina, ya que este
residuo lambigan se ha conservado en todas las BADHs vy ALDHSs
secuenciadas hasta ahora (Gonzalez-Segura, et al,, 2005),
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Eigura 3. Interaccion entre subunidades de BADH (Johansson, ef af., 1998),

La secusncia de la enzima BADH de tifdn aun no se conoce por
completo. Sin embargo, secusncias inlernas de ia proleina mosiraron una
gran homologia con las aldehido deshidrogenasas clase 9. Andlisis
astruclurales de otras aldehlde deshidrogenasas, como la ALDH1 y ALDH3,
han mostrado eslrucluras cuaternarias simllares, a pesar de poseer una
homologia menor al 40% en sus secuencias, En las secuencias
conservadas, los residuos de cisteina tienen un papel importante en el sitio
activo. Los aminoacidos como aspartalo, sering, lisina y arginina estan
implicados en ia establlidad de (os dimeros y tetrdameros (Gonzalez-Sequra,
et al,, 2005; Ki Ho y Weiner, 2007; Rodriguez-Zavala y Weiner, 2002),

El peroxido de hidrdgeno, una de las especies reaclivas de oxlgeno,
as una molécula retalivamente estable y capaz de difundir a8 traves de las
membranas {Coyle, ef al., 2008), de tal manera gue puede alacar a las
proleinas y tener un efecto directo sobre ta estructura de la BADH. Si el
perdxido de hidrogeno es capaz de modificar a |a clstelna presente en ¢l silio
aclivo (C8H), como lo Indica el mecanismo propuasio por Luo y Anderson
(2006) (Fig. 4}, entonces impediria la union del sustrato y por o tanto, |a
catdlisis. De igual forma, si el peroxido induce que la enzima pierda su forma
activa (homotetramero) desplegéndose a dimeros 0 menomeros, la BADH

podria reducir o perder su actividad,
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HIPOTESIS

E) estrés oxidativo provocado por el perdxido de hidrogeno en el rifidn
de cerdo, inhibe la actividad y modifica los pardmetros cinélicos de la enzima
BADH, lo cual 6 modulado por fuerza idnica y pH del medio,



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar o efecto del estrés oxidativa sobre las constantes
cinéticas y la actividad de la betaina aldehido deshidrogenasa de rifion de

cerdo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

«  Cuantificar el perdxido de hidrogeno prasente en e/ rifidn.

« Analizar gl efecto del perdxido de hidrogeno sobre la aclividad de {a

anzma.

»  Estudiar el efeclo de la fuerza idnica respecto al perdoxido de
hidrogeno en la adividad enzimatica,

«  Estudiar los efectos del pH y la temperatura, en combinacidn con &
perdxido de hidrégeno, en la actividad de la BADH,

«  Determinar los cambios en las constantes cinélicas Kmpa, Kmuaps, K
¥ Vg de la enzima provocados por el perdxido de hidrogeno.

«  Establecer el tipo de inhibicidn provocada por el perdxido de

hidrogeno.



CARPITULO |

Deshidrogenasa Renal

Resumen

La betaina aldehido deshidrogenada de rifon de cerdo cataliza la
oxidacion irreversible de betaina aldehido a glicina hetaina, un osmaolito y
osmoprotector gue se acumula en las células de la medula renal. Be utilizd
perdxido de hidrégens (0 & 1 mM) para provocar estres oxidativo en el
medio ambiente de la BADH In vitro, El efecto del peréxido de hidrogene en
la actividad de la BADH fue analizado a b valores de pH (6.8-8.0), a 25°C y
37°C, y bajo condiciones de fuerza idrica baja y fisiologica. La actividad de
la enzima se redujo al fiempo que se incremento la concentracién de
peroxido, A las dos temperaturas probadas, mas del H50% de la actividad de
la enzima s perdid a 100 uM de perdxido. La fuerza ionica luvo poco efecto
protector sobre la actividad enzimatica en presencia de peroxido a pH B.0;
sin embarge, a pH 7.0 se protegid un 10% la actividad, A pH por abajo del
optimo (pH 8.0), el efecto inhibidor del perdxido se incrementd a las dos

lemperaturas analizadas,



Introduccion

Las especies reactivas de oxigeno (ERQ) son producidas en ol
metabolismo celular bajo condiciones normales, principaimente a través de
las reacciones de oxidacion y te cadena de transporie de electrones en la
mitocondria, La cantidad de estas ERO producidas se encuentra equilibrada
por la cantidad que es eliminada por los anptioxidantes. Sin embargo, se ha
propuesto que las condiciones hiperosmadticas, como las gue se encuentran
en las células de la medula renal, incrementan fa cantidad de ERO (Kullz,
2004; Zhang, of al., 2004). Jin, ef al, {(2008) encontraron gue los cambios
estructurales y fisioldgicos daffinos en el rifion son provocados por las ERO
generadas por la NADPH oxidasa. 8in embargo, no existe atin certeza sobre
los mecanismos que producen estas ERO,

El perdxido de hidrogeno (H:0;) es una de las moléculas mas
astables entre las ERO, capaz de pasar a través de las membranas,
causando danfo a los componentes celulares (Evans y Halliwell, 1999). En
general, puede modificar todos 108 residuos de amincacidos que conforman
a una proteina, empero algunos de elos son mas susceptibles a sufrir
alteraciones, Por olra parte, las ERO han sido propuestas como segundos
mensajeros del estrées ambiental (Reth, 2002). Puesto que las condiciones
hiperosmdticas han sido propuestas como generadoras de ERO, se ha
vuelto de mayor importancia e estudio de su efecto sobre las enzimas
involucradas en la sintesis de osmolitos (Kullz, 2004, Zhang, ef af,, 2004},
Una de estas enzimas es la betalna aldehido deshidrogenasa (BADH),

Esta enzima pertenece a la superfamilia de las aldehide
deshidrogenasas (ALDRHY) (Vasiliou, ef al, 1999), y cataliza la oxidacidon
irrevarsible de betaina atdehido (BA) a glicina betalna (GB) dependiente de
NAD'. GB es un osmolito compatible, sintetizade v acumulado a altas
concentraciones en las células de la meédula renal (Gurman-Parlida vy
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Valenzuela-Solo, 1998, Moeckel y Lien, 1897), Ademas, a la GB se le ha
descrito como un osmoprotector contra el efecto deletéreo de la urea (Burg,
el ¢l., 1996), De tal forma que si el perdxido de hidrogens, como una de las
ERQ mas estables, afecta las funciones de la BADRH en el rifon, ademas de
reducir fa concentracién de osmolitos en el drgane, podria incrementar el
riesgo de una disfuncién renal,

En trabajos previos con la BADH renal, se determing gue la fuerza
idnica  es  importante  para el mantenimiento  de a  estabilidad vy
termoestabitidad de la estructura cuaternaria (Valenzueta-Soto, et al, 2005,
Valenzuela-Soto, ef af, 2003). El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto del perdxido de hidrogeno sobre la actividad de BADM y los papeles
gque desempefan la fuerza idnica fisioldgica (KGI 0.15 M), el pH vy ia
temperatura, sobre este efecto,

Materiales y métodos

Materiales

l.a betaina aldehido, el NAD", el HEPES y el perdxido de hidrogeno
utiizados en los ensayos fueron adquiridos de SIGMA, El resto de los
reactivos utilizados se obtuvieron a travées de proveedores estandar.

La enzima BADH fue purificada del rinon de cerdo y el ensayo de
actividad se realizd a 30 *"C como fue reportado previamente (Gozman-
Partida y Valenzuela-Soto, 1998). La enzima pura fue almacenada a -20 °C
en 10 mM fosfato de potasio, pH 7.0, 1 mM EDTA, 10 mM -mercaptoetanc),
0.2 M KCl y 10% glicerol. La enzima (0.15 mag/ml) se dializd toda la noche a
4 *C contra 10 mM HEPES-NaOH, pH 7.0, 1 mM EDTA, 10 mM -



mercaptoetanol (Buffer A, baja fuerza idnica), y contra buffer A mas 150 mM
KCi (Buffer B, fuerza idnica fisioldgica).

BARK

Ei HzO4, en un rango de concentracion de 0 a 1 mM, fue agregado al
buffer de actividad de BADH apH 6.8, 7.0, 7.2, 74 u 8.0, Luego se agregd |a
enzima dinlizada y se midiod su actividad a 256 *C y 37 °C. Las velocidades de
reaccion fueron lineales durante los primeros 3 min del ensayo. Cada
determinacion se realizo al menos por duplicado.

Los datos de actividad fueron analizados por regresidn no lineal,
utilizando el programa Microcal Origin (OriginLab Corporation).

Resultados y discusion
Efvcto de la concantracion del HQ» sobre fa actividad de BADH

La actividad enzimatica medida a pH B0 y 25°C disminuyd
considerablemente a lo targo del rango de concentraciones probadas de
peroxide de hidrdégeno, Bajo estas condiciones y a una baja fuerza ionica, la
actividad de BADH decayd 37% con 0.1 mM M0, mientras que bajo
condiciones de fuerza idnica fisioldgica, disminuyd hasta un 43% (Fig. 5A).
El ensayo con peroxido de hidrégeno se repitic a 37 °C y pH 8.0
Encontrando que a baja fuerza ionica, la actividad de BADHM bajo un 50% a
0.1 mM H:0,, en contraste, a condiciones fisioldgicas de fuarza iomca Hego
hasta un 58% (Fig, 58). Es decir, la temperatura incrementd el nivel de
inhibicion causado por el peroxido de hidrogeno,



Con la finslidad de investigar como la BADH se ve afectada por &l
pardxido a pH fisioldgico, se realizaron ensayos a pH 7.0, A 25 °C, la enzima
perdio 48% y 40% de su actividad a condiciones de fuerza itnica baja y
fisiologica, respectivaments (Fig. 58). Mientras que a una tempearatura de 37
°C, se encontrd un decremento de la actividad enzimatica de 52% y 42%
bajo condiciones de fuerza idnica baja y fisiclogica, respectivamente,

Debido a que se ha descrilo que el perdxido de hidrégeno puede
disoclarse a radical hidroxilo al ganar un electron, ¥ que esta molécula es tan
aclive que puede tomar un alomo de hidrégens practicamente de cualquier
otra molécuia dependiendo de su estado de lonizacion (Voelkov, 2006), Se
evalud el efecto del pH a un intervalo de 6.8 a 8.0 en el medio de ensayo
sobre la actividad de BADHM, agregando 0.1 mM Ha0, Se encomtrd gue a
inhibicion de ta BADKH por peréxido de hidrogeno a 25 °C se incremento al
aumamar el pH: a baja fuerza ionica, la actividad enzimatica disminuyd 50%,
50%, 47%, 44% y 37% a pH 6.8, 7.0, 7.2, 7.4 y B.0, respectivamente (Tabla
1).

La presencia de iones monovalentes no protegio la Inhibicion de la
actividad de la enzima BADH frente al perdxido de hidroégeno a pH 8.0 y 37
°C; sin embargo, bajo las condiciones fisiolégicas a pH 7.0 y 37 °C, se
presentd un ligero efecto protector (10%). Estos resultados fueron
inesperados, debido a que estudios previos con BADH renal demostraron
gue la inactivacion por ured pudo ser prevenida por la fuerza idbnica (Ayala-
Castro y Valenzuela-Soto, 2007). Los resultados de este trabajo muestran
que e estrés oxidalivo es mas deletéreo para la actividad de BADH que el
psirés osmolico causado por uraa,

Lag células de la médula renal se encuentran rodeadas por un
ambiente hiperosmitico debido al mecanismo concentrador de orina (Kwon,
gl al., 1996), y hay evidencia gue sugiere que las células medulares se
encuentran normalmente bajo estrés oxidative (Zhang, ef al, 2004). Sin
embargo, 1as célutas medulares deben tenar un mecanismo para evadiy el
efeclo deletéreo de las ERO in vivo. La glicina betaina y la glicerolfosfocoling
son huenas candidatas para contrarrestar el dafio ocasionado.
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Tabla 1. Efecto del pH sobre la inhibicién causada por H:0; sobre Ia
actividad de BADH a 25y 37 °C

Actividad (% control)

25°C 7 "G
8.0 100 63 100 48
7.4 &8 37 74 30
7.2 47 22 b8 25
7.0 26 13 18 g
3.8 18 9 12

La actividad enzimatica a pH 8.0 y 25 *C fue considerada como fa actividad control

21



CAPITULO I

Estudios de [nhibicion de la BADH por Perdxido de Hidrogeno

Resumen

La presencia estable de la actividad de la enzima betaina aldehido
deshidrogenasa (BADH EC 1.2.1.8) en el rifdén de los mamiferos es
primordial para el mantenimiento adecuado de la concentracion del osmolito
glicina betalna en el Srgano. La sintesis de éste osmolito puede verse
comprometida por el estrés oxidativo. En estle trabajo, se realizaron ensayos
de patrones de velocidad de la enzima BADH de rifion de cerdo frente a 0.1
mM M0, Los resultados indicaron que la eficlencia de la enzima al pH
optimo de Vi, = 2.9 4 0,10 umoles/min/mg disminuyd por efecto del estrés
oxidativo al reducir su eficiencia en un 40 % (Vpe = 1.73 & 0.08
umoles/min/mg). Tambien, se encontraron cambios en ias constantes de
afinidad de unidn de sustratos (Knyap = 58.4 4 7.5 pM, Kmua = 109 £ 11,
WM. Al adicionar Ha0, al medio de ensayo, se encontrd un incremento
aparente en {a afinidad de union de los sustratos (Kmwan = 29 £ 7 WM, Krmpa
= §5 ¢ 8 uyM), Cuando se determint la constante de disociacion (K, = 49
10 uM) al agregar perdxido, el valor cambid a 26.2 £ 4.5 uM.



Introduccion

E} mecanismo cindtico de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa
renal es lso Bi Bi Ordenado (Fig. 6). Esto implica gue el orden en &l cual se
unen log sustratos a la enzima y se liberan o productos de la reaccion tiene
una secuencia espectlica. En este mecanismo, el NAD' es el primer sustrato
gue se une a la enzima, y al NADH es el Otimo producto libsrado, E
segundo sustrato es el compuesty betaina aldehido (BA), el cual es
transformado al osmolito glicina betaina (GB) y su liberacion es irmeversibla,
Dentro de esle mecanismo, se presenta inhibicion por el sustrato BA
{Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000).

WA BA. R MNADY
}‘Cul K.t l{ml Kg l‘i'.mI K.y K.MI ot
o B-TADY  ENAD-BA E-MADH E *—%—ﬁ
R-NADH-GB s

Figura 6. Mecanlsmo cinético de 1a BADH,

La enzima BADH tizne muy alta especificidad por el sustrato betaina
aldehido, Sin embargo, puede Wilizar otros sustratos como acetaldehido,
butiraldehido y gliceraldehido, con una menor afinidad (Guzman-Partida y
Valenzuela-Soto, 1998).

Es importante determinar jos parametros cindlicos de la BADH
cuando se encuentra en sus condiciones optimas, Esto permite identificar la
eficiencia de la enzima (Vaw) y la afinidad que liene para unir a los
diferenies sustratos (K.). £n contrasie, cuando la enzima se encuentra bajn
condiciones desfavorables o en presencia de inhibidores que pueden alterar
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50 funcion catalitiva, se detectan cambios en sus parametros cinéticos
{Segel, 1976).

El valor de K, equivalente a la concentracion de sustrato a la cual se
alcanza la mitad de la velocidad méxima de la enzima, varia
considerablemente de una enzima a oira. Los cambios que ocurren en la K,
bajo distitas condiciones pueden atribuirse a cambios en la estabilidad del
complejo enzima sustrato (Copeland, 2000},

La aclividad de la enzima BADH se encuentra localizada en el
ciloplasma. No obstame, se ha demostrado gue la enzima esla en la
mitocondria en higado de rata (Chern y Pietruszko, 1999} y en el rfién de
cerdo, donde bajo condiciones fisiclogicas puede estar inhibida por las altas
concentracionas de NADH (Figueroa-5Soto y Valenzuela-Solo, 2000).

ke de vital importancia que ta BADH se encuentre an su forma activa,
para el mantenimiento de la concentracion de osmolitos, Por ello, en este
trabajo, se evaluaron los cambios en las constantes cinéticas de BADH
{(Vimax y Kim) en condiciones de estrés oxidativo, con fa finalidad de conocer
el efecto de estas condicionas sobre la funcionalidad de la proteing.

Materlales y métodos

Guantificacion de H,0p an rifion de cerdo

La cuantificacion espectrofotomeétrica del perdxido de hidrégeno en ¢l
rifidn de cecdo, of cual fue obtenido de rastro tipo inspeccidn fedaral (TIF),
fue realizada modificando la téenica de rojo de fenaol segun {(Messner v Boll,
1994}, adicionando D5 al 10% al Inicio del ensayo para eliminar el exceso

de lipidos y proteinas,



Purificacidn de la enzima

La enzima belalna aldehido deshidrogenasa de rifdn de cerdo fue
purificada  segun la metodologla propuesta por (Guzman-Partida vy
Valenzuela-Soto, 1998). La actividad especifica final de la enzima utllizada
fue 2.5 pmoles/min/mg de proteina a 25 °C, utilizando 0.1 M HEPES-KOH,
pH 8.0, 0.5 mM BA, 0.1 mM NAD".

Ensayo de actividad enzimatica

Se utilizaron concentraciones variables y fija-variables de los sustratos
NAD" y BA en sus correspondientes ensayos. Agregando una concentracion
de 0.1 mM peroxido de hidrogeno en el medip de ensayo. Cada unidad de
actividad es equivalente a 1 ymol/min/mL de NADH formado,

Analizis de datos

Los dalos cinéticos fueron analizados en dos pasos. Primero, los
datos experimentales a concentraciones fijas de un sustrato y variando la
concentracion del otro sustrato fueron graficadas sepun la ecuacion de
Michaelis-Menten (Ec.1), realizando un analisis de regresion no lineal con la
ayuda del programa Leatherbarrow, R, J. Grafit 4,0 (Erithacus Software Lid.,
Slaines, UK). ki segundo paso es graficar fas conslantes cinéticas aparentes
obtenidas (Ecs. 2 v 3) a la ecuacion de Lineweaver-Burk (Ec. 4), para

obtener los valores de Kmy Vmax.

K, 4 ld]

A

‘ vlal :
]'}«wn(u ny = KIJJ + [.-f’i_] b, 2
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. F\B :
Prr,nmu.d) = K[] 1 [_H] Eo, 3
-

En donde v es la velocidad méaxima; A y B son las concentraciones de
los dos sustratos, K. y Ky, son las constantes de Michaelis-Menten para los
sustratos A y B, Kj; es la constante de disociacion para el sustrato A,

Resultados y discusion

Concentragion de H:0p en e riffon de cerdo

Se analizod la concentracin de perdxido de hidrogeno en el rifion de
cerdo con la finalidad de obtener un valor de referencia de los niveles de
perdxido de hidroégeno en el érgano. Se realizd el ensayo con el extracto
obtenido bajo las condiciones estandar, utilizadas para la purificacion de la
enzima BADM,

La concentracion de H,0p en el extracto se calculd haciendo uso de
una curva patrén (Fig. 7}, la cual permite conocer la concentracion
correspondiente a ta absorbancia obtenida en el ensayo.
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Perdxido do hidrégone {nmolesimi.)
Figura 7. Curva patrdn de perdxide de hidrogeno.

La concentracion de Hz0; en el 6rgano fue de aproximadamente (.01
mM. Este valor estd sujeto a las varlaciones que se detectan al irabajar con
muestras biologicas. El hecho de que la concentracion determinada fuera
muy baja, parece indicar gque el organo estaba en buen estado, libre de
estres, puesto que en tejidos dafiados, los niveles de perdxido de hidrégeno
exceden 0.1 mM (Coyle, et al, 2006).

Patrones de velocidad inicial de la BADH en presencia de 0.1 mM H: Oy

Se determinaron los patrones de velocidad inicial en presencia de
concentraciones variables y fijas variables de los sustratos (0.05 - 0.5 mM),
con {a finalidad de tener un control previo a la adicion de peroxide de
hidrogeno en el medio de ensayo. En las figuras 8 v 9, se muestran tanto la
grafica de Lineweaber-Burk como los regraficos de pendieples e interceptos
abtenidos al pH dptimo de la enzima. La velocidad maxima obtenida fue de
2.9266 £ 0.1126 pmoles/min/my de protelna. La enzima BADM presenta
distinta afinidad de unidn para cada uno de los sustratos, uniendo con mayor
afinidad al NAD" (K, = 58.4 + 7.5 uM) y en menor grado a BA (K, = 109 + 11
M.
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Figura 8. Grifico da dobles reclprocos do la velocidad Inlclal de BADH para el
sustrato NAD'a pH 8.0. Se varlaron las concentraciones de BA en
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Flgura 8. Grafico de dobles reciprocos de velocidoad Inkcial de BADH para el sustrato

BA a pH 8.0, Se variaron Jas concentraciones de NAD' en concentraciones fijas
de BA (L)) 0026, (W) 005 (&) 0.1, (W) 025 (%) 0.5 mM. Cada punto

experimental represents la medis de 3 ensayos.
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Ademas, se analizd la constante de la formacion det complejo enzima
sustrato (K}, para compararlo con la afinidad de unién de BADH por el
primer susirato (NAD"}. El valor encontrado para la constante Ky, fue de 49 +
10 M, el cual es muy similar al valor encontrado para Kmyap, Indicando que
al encontrase bajo las concentraciones de NAD" probadas en el ensayo la
formacion del complejo enzima sustraio se lleva a cabo rapidamente, vy gue
la BADH se encuentra mayoritariamente formando el complejo con NAD'
que en su estado libre,

Se reslizaron ensayos de patrones de velocidad de BADH en
presencia de perdxido de hidrogeno 0.1 mM (Figuras 10 y 11). Al analizar la
eficiencia de la enzima se encontrd que ésta disminuyd ante el estrés
oxidativo en un 40%, debido a que fa Vi encontrada fue de 1.7 + 0.09
pumoles/min/fmyg de proteina,

Al encontrarse el peroxido de hidrogeno en el medio de ensayo se
altera la constante de afinidad de unidn de la enzima por 105 susiratos (Km).
Dicho cambio se observa en la disminucion en el valor de K, aparente para
ambos sustratos, con un valor de 28.7 4 7 UM para el NAD" y 85 + 8 uM para
BA. A pesar de gue Ja constante de afinidad muestra un incremento en la
afinidad aparente por los sustralos, la eficiencia de BADH (Vi) disminuye.
Esto apunta al hecho de que los aminodcidos conservades gue se
encuentran en el sitio activo (Perez-Miller y Hurley, 2003), que no flevan a
cabo la union de los sustralos, se modifican por accién del H,O,, de tal
forma que no se impide la union de los sustratos, pero si alteran la catdlisis,

lo que se ve reflejado en [a disminucion del valor de Vi,
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CAPITULO HI

Anglisis Cinéico de la Inhiblclon de la Betaina Aldehido Deshidrogenasa de
Ritton de Cerdo por Perdxido de Hidrégena

Resumen

Se obluvieron los patrones de inhibicion de BADH por peréxido de
hidrbgeno en un rango de concentracion de 0 a 200 uM. Se encontrd
inhibicion  de  tipo  mixto con respecto al sustrato NAD', tanto a
concentraciones saturantes como subsaturantes de BA a pH 7.0 u 8.0. Con
respacto at sustrato BA, se determind una inhibicion no competitiva a
concentraciones saturantes y subsaturantes de NAD" a los dos pH probados.
Los datos de fa inhibicion fueron analizedos medianie las ecuaciones mixta y
no competitiva para oblener Ias constantes cinélicas, encontrando un valor
48 Vi = 0.7 2: 0.02 y 0.4 1 0,02 pmoles/min/img a pH 7.0 y concentraciones
saturantes y subsalurantes de BA respectivamente. A pH 8.0, s& calculd un
valor de 1.7 & 003 y 06 & 0.000 pmoles/min/mgp a concentraciones
saturantes y subsaturantes de BA, respeclivamente. Se observaron cambiosg
enla Kimyao ¥ Kmea @ ambos pH. La constante de inhibicion para el peroxido
de bhidrogeno (K) se obluvo ajustando los datos a las ecuaciones
correspondientes. A pH 7.0, se determind una K de 1156 + 28 pM a
concantracionas saturantes, y una K, de 183 + 44 uM a concentraciones
subsaturantes de BA, respectivamente, A concentraciones saturanies y
subsaturantes de NAD" se encontrod una K; de 400 # 49 uM y 203 + 18 KM,
respectivamente. Las K, calculadas a pH 8.0 a BA salurante y subsaturante
fueron de 108 £ 20 y 224 & 54 uM, Bajo NAD' saturanle y subsaturante, se
calculd un valor de K, = 206 4: 15 y de 290 £ 26 uM, respeclivaments,
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Introduccion

kI perdxido de hidrogeno es una de las especies reactivas de oxigeno
mas estables, que ademas puede atravesar las membranas, causando dafio
en los distilos componentes celulares (Touyz, 2004). En general, modifica
casl a todos los amineacidos que conforman las proteinas, pero algunos son
mas susceptibles a estos cambios, Debido a esto, la protelna dafiada puede
perder su funcion biologica poniendo en riesgo el metabolismo  del
organismo (Coyle, ef al, 2006, Luo y Anderson, 2006; Schoneich y Sharov,
2008). &n los Ultimos anos, han surgido datos que ponen en tela de juicio la
teoria del envejecimiento comp consecuencia de fos radicales libres, pues se
congidera al perdxido de hidrdgeno mas como un regulador del metabolismo
que como un peligroso agente capaz de dafar constituyentes celulares
importantes (Voeikoy, 2006),

l.os estudios de inhiblcidn que se han realizado con la enzima BADH
renal han utiizado solamente a andlogos de tos sustratos, como son e AMP
y colina (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000), mientras que algunos
otros se refieren al efecto inhibitorio que tlene la concentracton de urea sobre
la enzima (Ayala-Castro y Valenzuela-Soto, 2007). Son escasos los estudios
de inhibicion realizados en otras BADH pertenecientss a la misma clase
(Velasco-Garcla, of al., 1999).

A la fecha, no existe ningtn estudio cinético del tipo de inhibicibn que
el peréxido de hidrogeno puede ejercer sobre la BADH. Existen unos
cuantos trabajos que analizan solamente (a causa-efecto del estrés oxidativo
gsobre ALDHS en llneas celulares (Covle, el al, 2006, Ohsawa, ¢t al, 2003;
Ohta, et al., 2004). Sin embargo, hay muchas interrogantes acerca de los
efectos a nivel molecular provocados par este estrés en los compugstos
celulares,

Los resultados de los ensayos de patrones de velocidad inicial
demostraron que la eficiencia de la enzima BADH se reduce por efecto de la
adicion de peroxido de hidrégenn, Sin embargo, es necesario realizar
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estudios de inhibicion para identificar y entender de MEJor manera como este
dafio puede ser ocasionado, En particular, en esta secclon se planted como
objetive analizar ¢l cambio en las constantes de inhibicion y el tipo de
inhibicidn causado por el estrés oxidativo sobre ta BADH renal.

Materialos y métodos

Purificacion de la ehzimna

La enzima betaina aldehido deshidrogenasa de ritidn de cerdo fue
purificada segun fo descrito por (Guzman-Partida y Valenzuela-Soto, 1998
La actividad especifica final de la enzima utilizada fue 2.5 pmoles/min/mg de
protelna a 25 °C, ulihzando 0.1 M HEPES-KOH, pH 8.0, 0.5 mM BA, 0.1 mM
NAD™,

Ensavo de inhibicion enzimitics

Se utilizaron concentraciones filas de un sustrato y concentraciones
variables del otro sustrato y viceversa para cada ensayo de Inhibigion, El
inhibidor  H;0p fue adicionade al medio de ensayo a distintas
concentraciones  (0-200 pM).  La  Jectura  se  realizd  mediante
especirofolometria a una longitud de onda de 340 nm durante 3 minutos.
Cada unidad de actividad es equivalente a 1 pmoles/min/mlL de NADH

farmado,

Andlisis de datos

Fara el analisis de los pardmetros de inhibicidn, se ulilizaron las
ecuaciones de Michaglis-Menten y Lineweaver-Burk, descritas en ef capitulo
anterior, para determinar las constanles cingticas especificamente bajo las
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condiciones del ensayo. Se ulilizd, de igual forma, el programa Grafit 4.0
(Erithacus Software Ltd., Btaines, UK) para el andlisis de los datos,

El tipo de inhibicidn provocado por el perdxido de hidrogeno fue
analizado graficamente a través de la ecuacion de dobles reciprocos. Para
obtener las constantes de inhibicion, se utilizo fa ecuacion del tipo mixto (Fo.
§) para el primer sustrate y la ecuacion no corpetitiva (Fc. 6) para el

segundo.
¥ Va5 Ec. &
e - ‘ .
K'm(l 4 l“} o4 (l e ”? ]I S]
S O R T
AT R
o I |'”f }\-, Ee 6
K, +15}

En donde Vi €3 la velocidad maxima; S es la concentracion de susfrato;
K &8 la constante de Michaelis-Menten para el sustrato y K, es la constante
de inhibicion para el perdxido de hidrogeno.

Resultados y discusion

Se analizo et efecto inhibitorio ded H,0, sobre la BADH, utilizando al
pH oplimo de la enzima (pH 8.0), manteniendo una concentracion fija
salurante de BA (0.5 mM) y variando la concentracion de NAD" (0.05 — 0.5
mM). £ tipo de inhibicion encontrado para la enzima por el H,Oy respecto al
sustrato NAD® fue del tipo mixto. En la figura 12A, se puede observar el tipo
de inhibicion mixto, que se caracteriza por un gruce de las lineas en el primer
cuadrante (-x, y), causando una modificacién tanto del valor de Vi
(intercepto en eje y) como del valor de K, (intercepto eje x) conforme se
incrementa la concentracion de H;0;,

Se analizaron los datos encontrados para la inhibicion de BADH
respecto al sustrato NAD' mediante la ecuacién de tipo mixta (Fc. 5). Se



gncontro que la concentracion de HxQ» necesaria para inhibir a la enzima
BADH respecto al sustrato NAD' (K) bajo concentracion salurante de BA,
fue cercana a 100 uM. Este vaior sobrepasd por mas del doble la constante
de afinidad para el sustrato NAD' (Kmyap), [0 que Indica la concentracion
requerida para la union del sustrato NAD' equivalente a 37 uM. Sin
embargo, la eficiencia catalltica de la enzima BADH se redujo en un 40 %
(Tabla 2),

En cuanto a la inhibicion de BADH respecto al sustrato BA, ésta fue
del tipo no competitivo, En fa figura 12B se muastra el tipo de inhibicion
mixto, representado por un cruce de las lineas en ol eje de las x que
modifica solamente el valor de Vs (intercepto eje vy}, manteniéndose
constante el valor de K, (intercepto eje x) conforme se incrementa la
concentracion de HzQy.

Los resuitados de la inhibicion de BADH respecto al sustralo BA
fueron analizados mediante la ecuacién de tipo no competitive (Ec, 8). La
constante de Inhibicion encontrada para la inhibicidn no competitiva fue dos
veces mayor respecto a la inhibiclon mixta determinada con respecto al
sustrato NAD” (200 pM), indicando que se requiere una concentracion
mucho mayor de H,0, para provocar ia inhibicton de la enzima respecto al
sustrato BA. De tal forma, que la reduccion en la Vi, respecto al sustrato
BA solamente fue de un 27 % (Tabla 2),

Utitizando una concentracidn subsaturante de los sustratos en el
medip de ensayo, el perdxido de hidrogeno causd & mismo tipo de inhibicion
respecto a los dos sustratos, mixta para el sustrato NAD™ (Fig. 13A) v no
competitiva para BA (Fig. 13B). Ademas, se dempstrd gue se requiere una
concentracion mayor de HyO; para causar la inhibicion (0.26 + 0.3 mM). La
reduccion de la eficiencia maxtima de la enzima fue mucho méas severa,
ocasionando una disminucion de un 80% cuando se detarmind en funcién
del NAD', v deun 80% con respecto a BA,
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concontracionos saturantes do sustrato a pH B.0. (A) Se analizaron log
datos linearizando segdn Lineweaver-Burk a concentracion varlable de NAD
(0.025 - Q.5 mM) y concentracion fija de BA (0.5 mM). (B} Se manejo una
cancentracidn variable de BA (Q.025 - 0.5 mM) y concentracion fija de NAD'
(8 mM). Be wtilizd peroxido de hidrdgens coma inhibidor () 0, (O) 0.01, ()
0.05 (L) 0.4, () 0.2 mM. Recoadro insero; regrafico de pendlentes vs.
concentracion de pecdxido de hidrépeno de cada una de las llneas,
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Figura 13. Inhiblcidn de la enzimp BADH por pordxido de hidrdgono a
concentraclones subsaturantos de sustrato a pH 8.0. (A) Se anslizaron fos
datas linearizando segun Lineweaver-Burk & concentraciin varialle de MAD'
(0.025 - 0.5 mM} ¥ concentracidn fija de BA (D05 mM). (B) Se manejd una
concentracion varlable de BA {0,025 ~ 0.5 mM) y concentraclon fija de NAD'
(0.05 m). Se utilizd perdxido de hidrogeno como inhibtdor (8 0, (C3) D.O1,
(W} D08, () 0.1, (&) 0.2 mM. Recuadro Inserdo, regrafico de pendismes v,
concentracion de perdxido de Ndrdgena de cada una de las lineas,
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Se realizaron los ensayos a concenfraciones subsaturantes vy
saturantes de sustratos ulilizando el pH fisiolégico en el medio de ensayo
(pH 7.0). Los resultados a este pH (Tabla 2), indicaron que los tipos de
inhibicion, ast como las concentraciones de HyQy suficientes para inhibir a la
enzima, fueron similares a las encontradas para el pH optimo (pH 8.0). Sin
embargo, la eficiencia de la enzima se redujo mas de un 85% para ambos
sustratos,

Los cambios en las constantes cindticas y el tipo de inhibicion
presentado para cada uno de los sustratos, Indicaron que el mecanismo de
la enzima BADH es afectado por el peréxido de hidrégeno. En Ja figura 14,
se propong que el peréxido de hidrégeno puede estar alterando, tanto a la
BADH libre como a la formacion del complejo BADH-NAD®, provocando una
inhibicion de tipo mixto. A su vez, el peréxido pudo afectar 1a formacion del
complejo  BADH-NAD'-BA, dando lugar a una inhibicion de tipo no
competitive,

BADH + NAL)  se= BADH-NAD + BA s BADH-NAD-BA s==2 BADM-NADH-GB

l Hy, H,0, BADH-NADH + 6B
BADM-H, 0y + NAD s== BADIH-NAD-H,0, + BA BADH + NADH + GB

Fig. 14. Mecanismo cinétice de BADH afectado por pardxido de hidrégoeno.

Se ha determinado que para las aldehido deshidrogenasas es
importante ¢l orden en la unidn de los sustratos, pues una vez unidos, el
sustrato aldehido sufre un ataque nucleofilico por la cisteina del sitio activo
formando un intermediario covalente. En seguida, el hidrbgeno del carboenilo
25 transferido al anillo de nicotinamida del NAD'. A parir de este paso del
mecanismo, olros aminodcidos como glutamato, arginina y serina participan
en la liberacion de fos productos NADH y GB (Peraz-Miller y Hurley, 2003;
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Rodriguez-Zavala y Weiner, 2002). Esto apunta a la importancia de la union
de los sustratos al sitio activo de la enzima y mas aln, la susceptibilidad de
los aminoacidos implicados en el mecanismo frente al perdxido de
hidrogeno,

Se ha propuesto un mecanismo mediante el cual el peroxido de
hidrogeno es capaz de modificar el grupo tiol de la cistelna en soluciones
acuosas. También podria formarse puentes disulfuro entre cisteinas que se
encuentren cercanas entre si (Luo y Anderson, 2006).

e iy

T

HyN * HyN

Hu\njwﬁll (,.- .m _5H
o) (e
HaM H,N  &8H
d >J HC)}'?' ol
o ow o cys

-----

Figura 15. Representacién de los amincacidos presentes en el sitlo active de BADH
afectadas por ol pardxido da hidragena,

Aunque la enzima BADH de rifidn de cerdo no ha sido secuenciada
por completo, las secuencias internas que se tienen, presentan una
homologla estructural y funcional con otras BADHs gue ya han sido
secuenciadas (Garza-Ramos, et al, 2007, Gonzalez-Segura, of al, 2005
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Munoz-Clares y Mujica-Jimenez, 2001, Rodriguez-Zavala y Weiner, 2002).
En éstas se indica que existe al menos una cisteina catalitica que es |a
gncargada de la unidn del sustrato aldehido. Basdndonos en el mecanismo
por el cual el perdxido pusde causar daio a las proteinas propuesto por Lou
y Anderson, el peroxido puede estar induciendo la formacion de un enlace
disulfuro entre las cisteinas que se encuentren en el sitio activo de BADH, lo
cual impediria la unidn de los sustratos en el sitio active, y por ende,
afectaria la eficlencia de la enzima (Fig. 15). Otra posibilidad seria que el
perdxido modifique olras cistelnas diferentes, las cuales pudieran modificar
la estructura cuaternaria de la proteina, lo cual s& reflejaria en cambios en la
actividad de la BADH,

Tabla 2. Efecto de perdxido de hidrogeno en los parametros cinéticos
de la BADH a concentraciones subsaturantes y saturantes de

sustratos.
Pardmetro  BA subsaturante’ BA saturante”
e P80
Vmax (pmoles/min/mg) 0.6197 1 0.0094 1.7282 + 00334
KMmiai (MM) 0.0269 1 0.0018 0.0378 + 0.0030
Ki {mM) 0.2243  0.0540 0.1082 + 0.0202
Vi (amoles/minfmg) 0.3956 £ 0.0175 0.6552 + 0,0170
Kminam (mM) 0.1834 £ 0.0201 0.0528 & 00,0048
Ki {mM) 01627 £ 0.0437 0.11563 + 0.0275
NAD"' subsaturante NAD® saturante”
S e PHL 8,0
Vimax (umoles/min/mg) 1.2379 £ 0.0382 21473 £ 0,0522
Kmigay (MM} 01634 3 0.0110 0.0918 + 0,0060
KimpMy 0 0.2002 40,0264 0.2063 +£0.0168
7o
Vimax {pmoles/min/mg) 0.5264 + 0.02356 0.7651 4+ 0.0602
Krmiaay (MM} 0.1874 + 0.0197 (.4859 1 0.0632
Ki (mM) D.2028 + 0.0175 0.3908 1 0.0484

‘Subsaturante = 0.05 mM, Saturants = 0.5 mM

d0)



ks importante resaltar que en todos los ensayos de inhibicién
realizados y a pesar del efecto del perdxido sobre la eficiencia de la enzima,
slempre se mostrd una preferencia por unir al sustrato NAD'  previo a la
unién del sustrato BA, lo que indica que el orden de unién de los sustralos a

a enzima BADH no se modifica,



CONCLUSIONES

k1 perdxido de hidrdgeno disminuyd la aclividad de la BADH a una
concentracion de 0.1 mM, debido & que se perdid mas del 50% de Ja
actividad enximatica tanto a 25°C, como a 37¢C.

La fuerza idnica fisioldgica no protegid a la enzima contra las
condiclones de estrés oxidativo, ya gue se redujo la actividad en un
43% al encontrarse KCI 0.15 M en el medio de ensayo,

El efecto del peroxido sobre la actividad de BADH es modulade por
PH. A pH 6.4 la actividad de la enzima se redujo en un 50%, con
respecto a la obtenida al pH dptimo (pH 8).

Los cambios en la eficiencia de la enzima BADH provocados por el
HzO; s6 vieron reflejados en los valores de las constantes cinéticas de
la enzima, £} valor de la velocidad méaxima disminuyd al encontrarse
la BADH en condiciones de estrés oxidativo.

l.a afinidad de unidn de la enzima por el sustrato se modifics anle la
agicion de peroxido de hidrégeno,

Elipo de tnhibicion causado por H,0; para los sustratos de la enzima
BADH fue det tipo mixfo para el NAD', al alterar los valores de Vg, y
Km. El tipo de inhibicion presentado para BA fue no competitivo, ya
que solamente se modificd su Ve respecto al HyOs.
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