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RESUMEN

Existen reportes en la literatura que la betaina aldheido deshidrogenasa es activada por potasio y dependiendo de
laﬁlentededondeseobwhmmmﬁammmmmomporpomsiopmmmﬁenﬁw
actividad. A la fechas o se determinado el mecanismo por el cual el potasio tiene los efectos antes mencionados sobre Ia

En este trabajo se estudio el efecto de cationes mono y divalentes sobre la actividad y/o estabilidad de la BADH
deriﬁ(')ndeoerdo.SeenoorméqueelK+notuvoefectosobrelaacﬁvidad,nﬂermasqueloscaﬁon@divalent%Mg-i-FyCa
JrFtuvuenonunefectomhfbltono Mediante cmmatogmﬁadeexchmonmolecularseenconﬁoquelaBADHenausenaade
K+sedmag1egaf0ﬂnandod1memsymon0meros Y en su presencia estd mayormente en forma de tetrameros. Lo cual
&1g1@equeelpotas10ptmdetenerefedossobmla&siab1hdaddelapmtmna

Para estudiar los cambios en la estabilidad de la protemsemacﬂvoa]aenmmamedlantelamrrmondeK+ al
anad1ﬂecah0n@m0n0yd1valaﬁ@selog101eachvaralamznnaoonK+ Na-%yMg%L Al&smdlarelefectodeloscahon@
sobre la desnaturalizacion térmica, se encontrd que la enzima en presencia de cationes mono y divalentes conserva un 50%
de suactividad, excepto con Caty M+

Se estudio el efecto del tipo de buffer y pH, mmﬁldomquehmmmésmbleapH8qmapH Tyque
es més estable en amortiguador Hepes que en Tiis. El sustrato NAD+ protege a la enzima de la inactivacion por PH,
rmentmsqueBAnouene el mismo efecto.

Semnhzoelefectodepotamo sobre la inactivacion causada por la actividad proteolitica de tipsina y
quimotripsina. En ausencia de potasio, la tripsina tiene un efecto mas inhibitorio que la alfa-Quimotripsina con constantes de
mcuvamonde1648M lmm -1 y3.78 M-1min- ltespectlvamente Enpr&senmadeKClOZMseenoonnoque&stecanon
pmtegeahededordem%&ahBADHomﬁaelefectomacﬂvadordedlchaspmteasas

Se hicieron estudios de fluorescencia para conocer los cambios en la estructura terciaria provocados por los
cationes y sustratos. En estos estudios se encontrd que el K-+ no cambia la intensidad de Ia fluorescencia dela enzima, sin

SV
embargo afecta la longitud de onda de emision méaxima. El Mg+ por su parte no modifica ni provoca dichos cambios. La
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INTRODUCCHON

1 a belaing aldehido deshidrogenasa (I3ADH EC E218) cataliza el o paso
en L via de simests de ta ghicing belaina, ¢l cual es on osmoiito ampliaimente distribuido
on la naturaleza (Valenzuela-Soto y Muiloz Clares, 994 Guzmin-Partida y Valenzuels-
Soto, 1998; Velaseo-Garefa ¢/ ql., 1999).

La plicing betaina se peomula en la médula renal, para balancear lay altas
conceniaciones de sofutos externos y minimizar ¢l pradiente osmotico de la membrana
calular, De heeho 1a médula renal es ¢ Gnico tefido en mamiferos que normalmente
experimenta grandes cambios de onieidad (Handler y Ko, 194933,

La BADH ha sido purificada o homogeneidad a partiv de diferentes plantig,
micraorganismos y animales tales comor esphiac, amaranta, Pseudomns qeruninosa,
Fveherichia coli, Nanthomonas translucens, Cylindrocarpon didymiten y rifion de cerdo
(Mori ef af; 1980, Weretitnyk y Hanson, 1989: Falkenberg y Strom, 1990 Mori ef af.,
1992: Valenzueln-Soto y Mubor Clares, 1994 Guamdn-Partida ¥ Valenzuela-Soto,
1998: Velasco-Carela ef al., 1999 Figueroa-solo y Valenzuela-Soto, 2000},

o BADH esta tocalizada en o médula renal sitio en e cual los concentraciones
de Na™ oy urea son elevadag obligando de esta manera a b enzin a funcionpy bajo
condiciones de alla fuerzs 1onica (Handier y Kwon, 1993),

B0 estudios previos con BADH de diferentes fuentes se hu enconrado que la
epzima es regulada por jones 1, quedando pendients Ja identificacion del mecanismo

por el cual estos fones pueden regular Lo cnzima, B plantas de amaranto se observo



que ef K inerementd $a actividad de da enzima en yn 100% & yna coneenlracion de 30
mM oy 50% n 130 mM. A ADD mM de KCL Ta actividad Tue 10% mits baja gue en su
ausencin, Bajo condiciones de baja coneentraciones de substralo, el elecio inhibitorio de
Na' se observe en todas las concentraciones analizadas, La enzima fue totalmente
hibida cuando adicionaron 300 md de NaCl B NHL fug ef inhibidor mis potente de
e BADN de amaranto, la inhibicidn woal se observd o una concentracion de )50 M
(Valenzuels-Soto y Mulioz-Clares, 1994),

Durante el esteés hidrico muehag células acomulan K. Por Jo tamo, [a activacion
de BADH v toleraticia a allas concentraciones de K inetuso en bagas concentraciones de
substrato puede tener un significado bioldgico (Valenzuela-Soto y Mufior-Clares, 1994).

Nicha regulacion puede darse a travds de cambios en la estabilidad de la enzima
yio o través de un proceso de activacion. lis importante identificar endl de dichos
mecanisimos es ¢l que ocurre y tog cambios gque ovurren eh suestroctirg, Por lo gue en
este trabajo se planteo el objetivo de eatudiar el efecto de cationes mono v divalentes
sobre la actividad vio estabilisdad de T betaing aldehido deshidrogenasy do riddh de

cerdn.



ANTECERDENTLS

La betaina aldebido deshidrogenasa (5C0.2.0.8 BADINAD-oxido reductasa)
cataliza a reaccion de oxidacion de la betalna aldehido o glicing betaina de acterdo a la

stpuiente rata,

(WRIE BAI
-------- v betaing aldehido e plicing betaing

{olina

Bl primer paso es eatalizado por i coling deshidrogenasa (15C 11994 C1aH),

La BAIDI ha sido purificada a homogencidad i partir de animales, plantas y
microorganisimns, o plantas se ha porifieado o partir de Spinacia oleracea, Aot
hypochondriaens, Amaranthns palmicrii (Werelilnyk y Hanson, 1989, Valmeuela-Suto
y Mufioz-Clares, 1994, Figueroa-Soto y Valenziela-boto, 2001,

120 bacterios se ha purificado a partie de Psesdomona aeruginosa, scherichia
coli. Nanthomonay  vanstucens,  Cylindrocarpon didymivar (Movi et al o TR,
Palkenbery v Strom, 1990, Mori er af,, 19925 Velaseo-Garcia ef al., 1999), B animales
se ha purilicndo a partir de higado humano, rifidn de cerdo e hipado deorata, (Chem y
Pietruszko, 1993 Guzman-Partida y Valensucla-Soto, 1908; Chern y Pictrogzko, 1999).

P plantas se ha demostrado que Ta actividad de BADE se inerementa en

respuesta al estrés hidrico (Valenzueln-Sot y M uitoz-Clares, 1994).



La BADI se puede enconteay come Domotelimers Con masas moleculares de
3G A 213 kDo en bactering y animales mamileros (Falkenbery y Strom, 1990; Guamin-
Partida y Valenzuela-Soto, 1998, Velaseo-Ciarcia ef al., 1999), Iin plantas esta enzima se
encuchlra como dimero de 125 kDa (Werctifnyk y Hanson, 1989, Vilensuela-Soto v
Mufioz-Clares, 1994 En todos los organismos las masas moleculares de Jas
subunidades varlan entre 63y A0 kDo (Weretilnyk y Hanson, 1989 Falkenberg, y
Strom, 199 Valenzuela-Soto v MubozClares, 1994; Guzmdn-Partida v Valenzuela-
Soto, 1998: Velasco-Clarcla ef al., 1999),

Bn hase a estudios eristalogrificos, se ha reportado gque fa BADIT de higado de
bacalan tiene tres dominios: un dominio de union de la coenxinta, un dominio catalitico
y un dominio de oligomerizacion. B} tetrdmero estd Tormado por dinteros qus interactiian
espalda con espalda en ol lado opuesto a dande ye une la coenzima. Los dus dominios de
oligomerizacion del dimera forman ertaces de hidrogeno con las partes covvespondiontes
det otro dimera (Johansson e af., 1998),

Se by encontade que a BADY puede usare diferentes aldehidos coma sustralo,
por cjemplo acetaldehido, pliceraldehido, benzaldehido, MA - dimetilghciog, sin
embargo la enzima presenta una mareada preferencin por betaing aldehido (BAY (Chern
y Pletruszko, 1995, Guzmidn-Pariida y Valenzuela-Sote, 1998), Por gjemplo, para la

RADH de micraorpanismes como £ eoff, la K para BA es Je 160 M (Falkenbery ¥



Strom, PO, pavn Neonthomonay transhieens es de 190 uM (Mot ef af, 1992) y para
Cylindrocirpon didymaen M-1 s 310 M (Mori es al, 1980) (Tabla 1,

En plantas coma Apraranthus Iypochondrioens o Ta Ko pars 3 es Jde 56 uM
(Valdenzuela-Boro y Mufioz-Clares, 1993)0 En animales, se ha reportado para o BA de
rifion de cerdo un valor de Korde 1455 (M (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000),

Por ofra parte, se ha visto que Jin BADD puede usar como coenzima WAD' o
NADP dependiendn de la fuente de o enzima (Calila [y En peneral, wodas T BADI
estudindas preficren al NAD como coenzima, sin embargo alpunas come 2. aerwginoya
prefieren ulitizar al NADP" (Tabla 1) vy también se ha encontade que la enzima tigne
mits afinidad por L coenzima que por BA.

Abgual gque con la especilicidad por Ly coenzima, Ta BADH sipue diferentes
mecanismng cindteos dependiendo de la fuente de donde proviene, Se ha reportade que
b enzima de Focoli sigue un mecaniynmo Ping Pong (Falkenborg ef af 0 1990), Micnts
que en mmaranto voen Afon el mecanismo es Iso B3 Ordenado (Valenzuela-Soto y

Mufios-Clares, 1993, Figueroa-Soto y Valenzuela-Solo, 2000).

Funieiion de la phicing betajna

Uit reguerimicnto fundamsental de Ta Tuneidn celolar es mantener ¢l contul
interng con vespecta o las condiciones externas de intercambio, Con frecuencia ¢ medio
wmblente externo o adverso pars fa céhila, por eflo la cdlula debe contar con estrategiag
para gobrevivie a dicho ambiente. Una de estas estrategiag os 1o sinlesis y acunmlacion

de solutos orpganicos de bajo peso molecular Hamados vsmalitos o soluwos compatibles

[



(Wyn Jones y Storey, 1981, Yancey er al., 19825 Hockestra e gl 2000). Los prineipiles

asmolitos que se acuntulan en las eélulas son: plicing betaina, proling, sorhitol, manital,

inositol, pliceral, P-alanina y los disacividus, sacarasa y trehalosa (Yancey o wf, 1982,

Hockestra ef af 2001),

Tabla 1. Constantes cinétivas de la betaina aldehido deshidropennsa de diferentes fuentes

Fuenie

Kt (M

-

NAD'

NADP

Mivroorganismes
Cylindrocarpon dicymun M-
Lscherichia coli
Nanrhomonas framslucens
Psewelomaonias acruginosi
Arthrobacter Clobiformis

Al
5]
190
380
36

30
oy
T

230

1a7s

41410

Plantas
Amaranthins lnpovhondrivens L.
Spingrela elearaye

208, 255

R0,

3.5
240 34,5

Animales
Rifiin de cerdo
Higado de humana (Citoplasma}
Cerebro
Mipado de rala
Cltoplasma
Mitrocondrin

1455
200
260
23

R
133

A8
15
4-14

24

e

A i

La glicing betaina (NN N-imetilglicing) reeibe su nombre de ta remolacla

(Beta vilgariy), de fa cual se aislo por primera vez, Lsta base orgdnica, ahora usualmente

Hamada plicina betaina, posteriornente s¢ encontrd que se acumule en r mayorin de [as

ctlulas sometidas a estrés osmolice (Chambers y Lever, 1990,

43



st migroorganismos

Los microrganismos con frecuencia se ven expuestos @ esUes saline y
responden a este awmento en el potencial osmotico genmulando solutos orpinicos para
contrarrestar Lo pérdida de agna y disminuic la presion de wrgeneia (FPoolman ¥
Cilagskor, 19983, Uno de los principales osmaolitos acumulados por mcronrganismos
bajo condiciones de estrgs osmotico es laglicing betaing (Kemply Bromen, 1998),

Se ha propuesio que ln plicia betalna en microorganismos  tales como
Fveherichia coll, Salmonella phinmrium,  Azospirillum brasilense, Brevibacterium
linens.  Peevdomonay  aeriginosa, Laciobaciling - plantarim, Vibrin  costicol,
Staphylococcuy aurens, Bacillus subtilis, ete. protege 8 tas proteinas de las membranas
cetulares v oo Jas enzimas del dadio por altas conceniraciones de sal (Le Ruadulier y
Bouillard, 1983: ImholT y Rodrigues-Valera, 1984; Perrond y ie Rudulior, 1985; Riow y
Le Rudulier. 1990: Choguet ef af, 1991 Casale e ol 19945 Jebbar o/ al., 1995,
Cilassker ef af, 1996 Vijaranakul ef al., 1997, Kempfy Bremen, 1998).

Por oira parte, Meury (1988) reportd gue la glicing betaina revierte ef efeetw del
estrés osmolico sobre Ta veplivacion del IDNA v 1a division celutaren 12 cofi,

i microorganismes, s glicing betajon se obtiens dirgetamente del medio
externe o se sintetiza a partie de colina, de acuerdo o la via die sinlesis anleriormente
expuesta, Fin la cianobacteria Aplinothec Turlophytia, 1a glicing betadna es sintetizadi

a4 traves de una serie de transmetilaciones usando glicina o clanolaming como grapo

aceptor del metlo (Sibley y Yopp, 1987).



Se han reportado una serie de sistemas de ansporte de ghicing betaing en
diferentes microorganismos, por efemphy an 15 eoli p S fpshimmrinm se ha veportado el
pene prold el caal codifica para una protelna de 31 kDa Ta cual e oun sistema de
tansporte de alty alinidad para plicing betaing (Sutherland er ol 1980, Barron e al,
9871 Se ha propuesto que e gene prol esta bajo regulacion osmdtica (Bamvon e al.,
1987) v que dicha regulacion se Heva a cabe a traveés de efectos aditivos de al menos ves
mecanismos  separados,  representados  por o elementos  ofy PIR, PAR y  NRE
(Gowrishankar y Manna, 1996, También se han reportado Jos genes pred’, el cual ha

sido menos estodiado que proll y el oene pud? (Cullam e af 1994),

Ion planias

Algunas plantas sinfetizan y acumulan glicing betaina bajo condiciones de estrds
hideico (Wyn Jones er af. 1977). A continuacion se detallan algunos estudios sobre este
fndmeno,

Fhau (1992) en experinentos con alfalfa, demoestrd que la plicing betaina
modifica 1a semperatura n la cual se observa el dafio por congelacion, inerementando asi
la resistencia a la congelacion v este eleeto se debit a que Ja pheina betaina protegio a
las membranas celulares.

i estudios con tabaco se enconbrd gue la acumulacion de plicing betaina en las
hojas, se relaciond con un aumento en Ja recuperacion de ta Foto-inhibicion y del estrés
saling (Holmston ol al, 1996). 15 aumento en | talerancia o da fote-inhibicion tambidn

se eneonlrd e condiciones de bajo temperaturn (Holmstrom et al, 1996),



La proteccion de Ta estroctura y funcion de fa membrana por glicing betaina fue
demustrada bajo tatamientos quimicos y térmicus en células de remolachia (Zhivo e al,
1992}, Tin ambos casos, la glicing betaina dismineyd perceptiblemente la salida de
betacinning, Parece probable que el mecanismo de proteceion de la membrana en fas dos
circunstancias es shmilar, aungue hasta ahora es desconocide, Se ha propuesto que la
plicina betaina tiene la habilidad para ofrecer proteceion significativa a las membranass y
otrog camponentes macromoleculares de a célula (Paleg ef al, 1984} en plantas intactas
ast como en tejidos (Zhaw ef of 1992),

Atsmon ¢f af, (1986) en estudios can Wigy, encontraron que fa acumulacion de
plivina betaina en concentriciones altas y bajas en I planta po presenta diferencias
penéticas, Sin embargo, si encontraron diferencias para los niveles de plicina betalna en
su totalidad, También, estos aulores encontraron que los niveles de plicing belafna son
controladus por penes osmorreguladores Tos cuales tenen electos plelotropicos, euyos
alelos confieren varios niveles de potencinl osmotico. Bn este easo, lay diferenciag en
plicina belaina actuarlan como b marcador para diferencios gendticas en potencial

OsMOLCD,

o animales

La plicing betaing se ha encontrado en higado y on rifion de mamiferns, Lo ¢l
Bigada, 1 plicing betaina funciona comn un eficiente donador de grupes metilo pata i
sintesis de coling y ergating (Dn Vigneaud o ol 19443, asf como tambich para la

regeneracion de moléeulss de metonina (Muntz, 1949, Dhavies ef af., 1992



[y el rifién, la gheina betaina juega un importante papel en el balance de fa
presion osmoticn debido o las allas concentraciones de NaCl, esta aeumulacion se
presenta en el Muido wbular ¢ istersticial como parte del mecanisimo conuentrador de
orina {Bagrasco ef ol 1986, Gullans e af. 1988, Garela-Perez y Bury, 1991, Nakanishi
ef el 19933, De hecho el sindn es ¢l Gnico tejido de oy mamiferos que normalmente
experimenta grandes cambias de tobicidad (Handler y Kwon, 1993),

Moeekel y Eien (1997) encontraran gque la glicing betaina sintetizadi en el 1iidn,
es aewwubada en Ja médula renal v éste proceso depende del estado de deshideatacion in
vive, Lo antidiuresis increments la sinlesis de plicing betaina en Ja corteza y su
acumulacion en la médula. Por otra parte, se ba visto gque fa acunilacion de glicina
botaing se ve disminuida si hay inhibicion de su sintests, si ésta se oanspurta a nivel
wbular, asi como dorante da divrests (leck ef al., 1998), Estos resuhados indican que fa
sinfesis de plicina betaina renal juega un papel importante en la pamorrepulacion en a

mcdula del rifidn.

Focalizacian de Lo Betaing Aldehido Deshidrogenass

A la fecha se han reportado dilerentes tefidos y compartimentos subcelulares que

sintetizon y acumulan glicing betaina, En plantas de espinaca la enwima esta localizada

en das hojas, mayoritariamente en los cloroplastos y sty presente on nieha menor

cantidad en el citoplasma (Weigel o al, 1986), Por otro lado, Nakamura y col. (1997)
demostron Ta localizacion de Ta BADH en los peroxisomas de das hojas de plantag de

arreve,



B mamileras, se ha reportada que In BADN esta presente en higadw, cerebro,

.

plandula adrenal, pancreas, misculo esquelstico, miseulo cardiaco y vifion (Chern y

Pietruszko, 1993 Pletruszho of of . 1996 lzagoine e al., 1997, Guzman-Partida y
Valenzueh-Sotw, 1998, Fn rinon de cerdo 1 BAIH estd localizada en da corteza y en la
méduly (Figueroa-Sotw ¢ al, 1999), En Ja médula imerna, la BADIT esta localizada
espectlicamente en las vétulag que yodean fus tibulos (Figuerva-Soto ef af,, 1999), hern
y Pietruszlo (1999) demostraron que la BADH de higado de rata st localizada en la

matriz mitvcondrial,

Cationes mono v divalentes en la cél

En plantas

Muchas cédulas acomudan Na®y K como primerd respuesta o la (alta de agua, 1o
cusl implica que muchas enzimas v entre ellas la BADH, deben ser aetivis en un medio
de alta Merza ionica (Yew, [998), S¢ ba reportico que Tas plantas pueden aeum wlar hasta
0.3 M de potasio en ol cloroplasto (Hanson y Hitz, 1982), sin embargo el sodio tiene gue
ser excluide de los organclas ya que es inhibidor de un gran nimero de enzimas (Hanson
y Hitz, 1982}

Por su parte ¢l caleio y el magnesio generalmente no se acumulan en altos
eoncentraciones en las edlulas vepetales ya que san parte de estructural de proteinas y
enzimas (Voet, 1995), La concentracion de ealcio en éstas células se encuentra on el

intervalo de 0.1 a 10 mM {Trewnvas, 1999}, Generalmente el calein se encuenira uatdu



a proteinas v la concentracion de caleio libre en el citoplasma es de 105 200 vl
(Prewavas, 1999), 1 magnesio se encuentri en Ja célufa en coneentraciones e varian

entre 0,1 y 50 mM (Sehrippet-Meier y Kabser, 19885),

1o hactering

Lag baclering en ocasiones pueden verse sometidas o maedios ambientes salinos
principalmente a NaCl (Yancey er of., 1989, Al ipual que las eélulas vepetales las
bacterias mancjan bajas concenfraciones de caleio y magnesio por las mismas razones
que Jas edlulas vepetales  (Voel, 1995 En o cambio pueden acwmuliar il
concenbaciones de potasio, por ejempla Klebsiella aerogeney acumla 625 mh de éste
idn bajo condiciones de | M de NaClen el ﬁn;tcliu.n de eultiv (Yanuey ¢f af., 1989). Sin
embargn no scuntudan altas concentraciones de sodio debido ala tosicidad det Ma'® sobre

tas enzimas (Voet, 19957

Eon animakes

Las células que rodean los whulos proximales en el rifdn pueden estar expuestas
A concentraciones de sodio de hagta 1 M (orina concentrada} (Guyton, 1981). Por sy
parte ef NH," se encuentrn en Lo orina del hombre a concenbadiones relativamente altas
(aproximadamuente 0.04 M) st se compura con L sangre, va que se sinfetiza en las edlulas
epitelintes due los thbulos renales como pare del sistema amortipuador que rnsporta e

excesa de fones M (Spand, 1983). Se sabe gue al haber un ineremento o lis

concentraciones intracelulares de sodio se estimula a L ATPasa Na' KT para elhminar

|2



Nty reemplazario por K oel clecto neto cs entonces la ganancia temporal e K
(Higgring er af. V987, Beck eral,, 1958),

Par su parte e NHy ' no se abmacens intracelutarmente debido a suabta toxicidid,
i gue se combing enzimaticamente con glutamate pary producir ghitimina y fuglmente
wres (Voet, 1995), En cuanto o) My es reabsorbide por todas Tas porciones de los

wimulos renales v conductos colectores (Cuyton, 1981} Sin emibargo intracelularmente

g . ’ | e ey ) ; .
el Mg nunea aleanza coneentracianes mayores e 0,038 M (Guyton, PR 1Y,

ns

Varias enzinas requieren cationes para sy miasima actividad ya gue afectan las
comstantes cindticas de la reaceion wo tienen un papel en da estabilizacion de a
conlormacion activa de ta enzima (McQuenney y Markham, 19950 Alunad ef wl., 1995,
Zhou ef af., 1997, Ky NI son Jos mgjores activadores o estabilizadores para muchas
erzimas, mientras que Na' oy LT no tenen ese electo o inhiben @ las enmmas
(MeQuenney v Marklam, 1995 Ahmad ¢f pd., V995, Zhou el al |, FRUT7),

e oy aldehido  deshidrogenasas,  solo 1o epzima mitocondrial - de

LLTH

w ' b M 4 ol PRI JEN IRl b T PR h T .

Sacharomices cerevisioe requicre de K7 parg su actividad (Dickinson, 1987). Mientras
. ' . s i, . . . I L N "

gue b abdehido deshidrogenisa citoplasmatica de ésta levadura requiere de Mg para su

actividad y estabilislad (Dickinson, 1996; Dickinson, 2003).



Pfecto de cationes monovalentes sobve Ia BADEH

So ha propoesto que la BADH de £ coli, fa de hojas de mnaranio, de Facilluy
subutifis, de pinan de cerdo v ol de cangrejo son aetivadas enalgan grado por K
(Falkenberg v Strom, 1990, Valenzuela-Sotn v Mufioz-Clares, 1994, Pragolovich y
Pierce, 1994; Boch e af . 1997; Guandn-Pardda y Valenzuela-Soto, L9981 1Por olo
ladg, recientemente se enconird que Ta BADM de P aeruginosa Gene un requerimienti
esticto por fones K para el manenimiento de sy conformacion activa, quedando
pendiente Ta identificncion del mecanismo poe el cual estos iones pueden repular oz
enzima (Valenzuela-Soto ef ol 2003),

Iin plantas de amaranto se¢ observd gue el K a baja concentracidn (30 mM)
aumentd 100% la actvidad de Ta BADR, mientras gue 150 mM aumentd la actividad un
150% g copeentraciones subsaturantes de sustrato, Alfas cotcentraciones de KO {04
My no alectaron de manera imporante Ja actividad de la enzima, (Valenzuela-Soto ¥
Mufioz-Clares, 1994)

B estudios con NaCl bajo condiciones de concentraviones de substrato
snbsaturanies, se abservd un ¢fecty inhibitono de Na' en lodas las concemraciones
analizadas. La enzima Tue totahnente inhibida cuamdo se adicionaron 300 mM de Nad/l,
Par otra parte, el M, fue ol nhikidor mas potente de la BALH do amaranto, fa
Dlibicion tolal s observo a una coneentracton de 150 mM (Valenzuela-Soto y Mufioz-
Clares, 1994),

B igr K oes necesario para estabilizar o la BADH de /0 aeruginesa en

amuortiguador Tris (Velasco-Garela ey al, 1999). Ln Vibrio cetivold Do se encontis un



electo inhibiterio para la BADN por KO NaCh o NILCEa concentraciones menores de
1O M. Areiba de 10 M el KO ampoen se encontrd un efecio inhibitorio, nientyas que
al NaCly NELCHinhiben o da enzima menos del 50% (Choguet ef ol 1991,

La BADH de rifon de cerdu tiene tolerancia a Na' y K' desplepando cerca del
50% o mas de looactvidad misimg a 04 M de estos cationes a congentraciones
saturantes o subsalurantes de substrtos. Bl NHGCH o concentraciones saturantes de
sustratos, inhibe mas del 60 % de ln actividad de la enzima teniendo un electo similar el
Mg (Guzmidn-Partida y Valenzuela-Soto, 1998). Lste sugiere que b modulacion ivmica
de o actividad enzimatica puede ser ol mecanismo que regola b sintesis de glicing

betaina en respuesta a estrés osmdtice (Guzbiin-Partida y Valenzuela-bdota, 1998),

Mérodos para cstudiar cambios en 1a estabilidad de das proteinig

Estroclura eusiernaria

Un mélodo muy comun es someler @ la proteing a cromatopralia de exelusion
moleclar para estudiar la Torma nativa de Ja proteina o determinar i esta crmbia a otra
conformacion  (Mathews, 1993), Permite diferenciar enlre tetrdimeros, dimeros o
difercntes estados de aprepacion v corelacionarlos con la actividad de o enzima

{Dickingon, 2003)

Extructura tereinria
Fixisten métodos que nos permiten estudiar Jos cambios de extructura terciar

gque se producen en respuesta o cambios del entormna de Jas protefnas, Varios de estos

Y



métodos pueden agruparse en fa categoria de @enicas espeetrosedpicons, A contintacion
sedeseribe uno de éstos mdtoduos.

Fluarescencie, Fendmeno por el cual una sustancia gue absurbe tue de una determinada
longitud de onda, emite iz de menor energia a Jongiud de onda mayor gque T de
exitacion. B las proteinas os aminodcidos tirosing v tiptdfano  son los gropos
fuprdfores mis importantes, Bl entomu de estos residuns modifiea tanto la intensidad de
su fluorescencia como el maxino de emisidn, esta tdeniea puede ulilizarse para el
seguimiento de los cambios de conformacian de fa proteing (Mathews, 1995, Militello et
al, 2003}

Ademay, la excitreion de i Puorescencia por luz polartzada planar proporcions
un modo de estudiar la dindmica de la estructura proteica, 51 los residuos excitados
pueden moverse o rotar de modo apreciable antes de gue se reemita Jaduz Huorescente,
la fluorescencia se despolarizard en alguna medida permitiendo relacionarla con Ja
conformacidn de la proteina (Mathews, 1995},
Absorbancia en wlraviofera. Cuanda lay proteinas se desnaturalizan por efecto de pH o
temperatum extrema, [n absorbancia de Jos residuos aromaticos trosing y wiptolang, »
280 mm cambia debido a cambios en ¢l medie ambiente gue roden a estos aminodcidos
(Yanart y Bovey, 1960, Voet, 1995). 1 camlio en o absorbaneia esta divectaments
relacionado con una mayor o menor expesicion de astos ambnioieidos debido @ cambios
en la estructura terciaria v/o seeundariy (Voet, 1995},

Dado que Ta betaing aldehido deshidropenssa juega un importante papel en In

respuesta metabolicn a estrés y en vista de que alpunas BAIDEH s son es reguladas o

10



reguieren caliones para su actividad, ey relevante estudiar Ja regdacion de la BADH de
rion por cativnes mono y divalentes, presentes en la células renates.

Para o eual se propuso Ja siguiente hipotesis: los cationes mono y di-valentes
tiepen eleelo sobre Ja estabilidad v/o Ly actividad de a Betaing Aldehido Deshidrogenasa
de rifion de cerdo, Para probar esta hipoltesis se propuse como objelive  general
demostrar el elects de entiones mono y di-valentes sobire la estabilidad yio la actividad

de la Betaing Aldehldo Deshidropenasa de rifton de cerdo,



1AL YoM

urieacion de fa cpzima

Para la parificacion de la BADH di vinon de cendo se siguid Ja metodologia
propuesta por Guzman-Partida y Valenzuela-Soto (1998). L cual consta de dos pasos
cromatopsilicos, intercambio ionico y afinidad. Iste esquema permite pbiener la enzima
con 329 veees de purilicacion con un rendimienta de 11% y wna actividad especifica de

6.95 Usmyg proteing, Una vez purilivada Ja enzima se be agregd gliceral y KCEHO.2 M),

para almacenarse o =207,

La actividad de ln BADH se delerming espectrofolométrivamente myidiendo la
educeion del NAD" o tmves del ineremento en la extipeion o 340 nm, usanda un
eapectrofotometro Ultrospes 4000 (Pharmacia. Uppsala, Suecia). LF ensayo estindar
contiene 0.1 M bulfer Hepes-NaOH pH 8,0, 0.1 mM ERTA, 0.5 mM betaina aldehido
(BA) y T b NAD en un volumen finat de 0.4 mi. o reacelon se inicia agrepgande s
enzima, Cada determinacion se hizo por duplicade, Las veloeidades de las reaceiones
fueron lineates en un lempo de ensayo de 3 minutos. L actividad se exprest como
poles de NADH formados por minito por niiligrame de proteing (UZmp proteing),
wra realizar cada experimento, se climing ¢ K del bulfer en gue se encuentra Ia

ez o dravds de diahisis,



Qe determing la acividad dJe o la enzima oenouusencia y o presencin de
concentraciones variables e KO, NaCl v NILCH (0200 mM) 3 Coneenireiones
saturantes del sustrato BA (0.5 mMY v de la coenzima NAD' (1 mM).

Ge midies la actividod de la enzima en ausencis y presencia de concentraciones

varigbles de MpCl, Cally y MnCly (D200 mM) a concentragiones saturantes el

sustrato BA (0.5 mM) v de [ coenzima NALY T mY,

Flecto de la goncenbasion dy ez sobi

Se midia la actividad de Ja enzima abadiendo en la celdn concentraeiones de

erizima de 018, 035, 0.7 1.4, 2.8, 5,0, 11.2 pp totales,

Todos los ensayos sobre la estabilidad de la enzima se hicieron con enzima
dializadn en ausencia de potasio,

Para estudinr ¢l efecto de eationes sobre fa estabilidad, a Ta enzima se le anindid
de forma separada une de los sipuientes compueslos 0T, MNaCl y NHGOL, MpCls, CaCl,
y MnCly todos o una fuerza donica de 0.2, Se deternind la petividad de ln enzima g
diferentes tiempog (0-90 min), utilizando coneentraciones saturantes de sustratos (13A

0.5 mM y NAD' 1 mM)



wd wermicn de Lo englma

wtiones sobre ta estabi

Se prepararon 3 muestras con 130 ppdml. de enzima, cada una se incubd por 13
min a 30, 45, 50, 85 6 oC. Al finalizar el Lempo de incubacion se Jetermind o
aetividad remanente,

Pasteriommente s estudio el electo de cationes sobre la pérdida de actividad a fa
temperatyrd de 50°C. Enesle ensayo se prepararon O muesirag con P30 sl de
enzima, # cada una se le abadiv uno de los siguientes compuestos R NaCl KasOy,
MyCly, CaCly, MoCl todos @ una fuerza idnica de 0.2, Se incubaron fas O muesias o
3570y ge tomaron alicuotas o los 0, 10, 15,30, 60, 90y 120 minuos voae determing Ja
actividad,

Jileeto de catdones sobre Ja estabilivdad de la engima frepte a phi

So prepaaron 3 nngestras contenienda FIO piml. die BAD v ensegoida se e
afiachic a cada muestta ung de los sipuientes boffers: Tepes-MaIE 100 mM pll 7.0,
Hepes-NaO1l 10 mM pld 8.0,y bulfer Tris phl 10 mid, £.0 todos conteniendo T mM
EDTA v 10 mM fmoreaptoctinol, Cibi muestra se teubo por 4 horas nolemperatues
ambiente. S tomd una alivuoly a dos U3, 2, 150 30 00, B0, 120 v 240 minutos, vy se
determing la actividad enzimidtica,

wpa estudbar o) electo de los sustiaios de b enzima (NAL v BAY, se afiadio a fa
mezela de ineubaclon deserit en el picrafo amerior, ¥ mM de NA DYy 0.5 mM de BA
cada una pur separada ¥ se incubd por 4 Boras, s lomo una atlcuota a bos 0,1, 2, 15, 30,

60, 90, 120 v 240 minutos, y se determind fa actividad enzimatica,

20



S¢ prepararon dog muoestras conlemenda eada una de ellas 130 pg/mb. de AL,
a4 una se e afadio 25 pp de wipsing y ala ota 25 de aequimotripsing ambas ehun
volumen Tinal de 160 pl, Ambas mezclas se incabswon a wmperalurs ambiente y se
tomaron alivuotas a 0, 3, 10, 20 y 40 mtinutos, enseguida se determing la actividad de ia
BBALN

Para determinar el efecto deb K, sobre Ja inactivacion por proteasas, el ensayu
anterior se repitio apadiendo a ls mezels de fneubacion 0.2 M de RO Par estudiar ¢
cleeto di los snustrlos sobre L inactivacion por proteasis, s [repararon cualre muestis
conteniende 130 my/ml, de BADHM, a dos de ellas se les afiacdio 25 py de tripsing v o lay
otrag dos 25 pyg de e-quimotripsina, Posteriormente, se 1omo una muesivi coptenendo
tripsing y otra conteniendo o-gquimolripsing y s los afiadis NAD' 1 mM (concentracion
finaly, Al par restante se Jes abadia BA 0.5 mM. Se tomaron alleustas de cada unide las

mezclis a los 0, 5, 10, 20 v 40 minutos y se detertming Ty actividad enzimiliva.

Andlists cindlico

Los datos se analizaron mediante un programa de regresion no lineal (Giealfit 4.0
k

v ripin g, 1)

ba nctividad de b enzima se analizd mediante fa Heoacidn de Minchelis-Muonten,
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{ a redetivacion usando ja eeuacion:

kg = B /i o (1o ) ookt

Jifeets de cationes spbre la gstruciura cuaternria yaercinria de Ja 3AII

Para estudiar a estrusturas costernaria se utilize cromatoprafia de exelusion

molecudar, con wna solumpa Superdex 200 IR (Pharmacia, Uppsala Suecis) asocinda o
i MPLC (Pharmacia, Uppsala, Sueeia). L velocidad del Mujo fue de 0.5 mL/ min, La

columing se equilibro con bulfer A, enseguida se e inyectd 60 pg de BADI dializada y

se eluyd con bulfer A sin y con K1 0.2 M. La coumna fue previamente equilibrada con

las siguientes estimdares! piruvalo cinasa (228 ki), BADH PACQ, tetrdmero (218 k1X1),

BADI amaranto (114 kDa), BADH PAG, mondmero (83 k1a) y transferasa humana

(54,5 k]da),
Para determinir los cambivs en fa estiuetury tereiaria e utilizd un Huoromeln

Zhimadzu (Tokio, Japon), Se wilzd una Ton stad de onda de exeitacion de 296 nm y un
‘ ] 4 b

rngo de emision entre 250y 400 an. e coleetd cf espeetra de emision de fa BADM en

presenaia di NA O 1 mM, A 05 mM, KCHE2 My MpCh oy T4 i,

2



Efocto de cattones mone v divalentes sobre b actividad de ls BALH

P trabajos prisvios se deseribid gue el potasio tenfa un efeeto activador sobre I
BADH de amarmnto (Valenzuela-Solo y Muftoz-Clares, 1994} y que Ta enzima de rifion
mantenia suoactividad a concentraciones altas de polasio v sodio (Guzmadn-Partida y
Valenzuela-Soto, 1998). Por lo que en este trabajo se decidid analizar el efvcto de ln
coneentracian de KO (0-0.2 MY, CaCly v de MpCly (0-0.0 M) sobre 1o actividad de la
BAIDH de rifidn.

Para estudiar el electo del K sobre la actividad de la BADH se afadio a da
megela de ensavo KO como se deseribe en materiales y mélodos, Se encontet que el .
no alecta sipnifeativamente la actvidad de la engima (g, 1),

Fate resultado concuerda con resubtados previos encontrades parn esta enzima
(Ouzman-Partida y Valenzuela-Soto, 19498).

Par su parte los eationes divalenies M 1.;," Yy Ca'mostraron un efiecto inhibldor a
las concentraciones estudiadas (Fig, 2 Sin embargo Ta BADR conservd mids del 50% de
la actividad a concentraciones fisiolopicas de ambos cationes. Ll efecio del Mg
coineide con resultades previos sobre la BADH de rindn (Guaniin-Partida y Valenzuela-

Solo, 19498

Ep]
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Dado que la actividad de T BAII de rindn y amarnto se conserva por largo
lienipo en presencin de potasio, se estudio la conformacion de Tn proteina en ausencia y
¥ o

presencia de potasio, Se encontrd gue o enzima en ausench de pojasio se desagrega en

forma de dimeres principahmente (Fipo 39, La forma activa os leramérica, por o que

dichas formas no son activas,
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Figura 3. Cambios en fa confonaacion de Ja BADH e miseneis de B0, tetrimem (T,

dimera (B y mondmers (M),

131 gromatoprama de la BADI en presencis de K' mostrd que la enzima esta

principalmente en forma de tetramero (Fig, 4), la cual, como se mepeion anterormente,

es la Tonma activa de la BADH de rifion.

Bstns resultados, son similares o los de o betalna aldehido deshidrogenasa de

\ . : Pl 1t \ g g
Peendomona qeruginosa i cual requicre de manera estricta de 10n K7 para mantener o

estalilidad {Valenzuela-Sote ef of ) 2003) Por lo anterior, se decidid estudiar ¢] efecto

Tt
T



do éste ealion v de otros eationes meno v divalentes que pudicran sustituis al potasio

sobre ta estabildad de ta BADH da rifidn,
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Figura 4, Cantbios en ln confornueion de la BADN de vifién ew presencia de KCT 02 M,
s
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Paya estudiar el electo ded 57 sobre Ta estabilidad de la BADRIT se chiming exte jon
do la enzima. Fncontrandose que Do actividad de la enzima disminuyd con respecto ol
Hempo, siguiendo una cinétic de inactivacion de decaimiento expanensial sencills, con
una constante de velocidad de primer orden de 0.024 4 0.001 min (Fig. 5% Lste
resiliadeo v el hecho de que of potasio no aleete Ja actividad (fig 1) sugteren que la
BADI requiere del ion K par mantener T estabitidad,
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Pigura 3, Cinddea de inactivacion de la BADI de ridon en susene de K
Dado que la ausencia de jones K7 provoca pérdida de la actividad, se buscd
veactivar a ta enzima mediante adicion de cationes monovalentes, para elo se ulilizd

T . e ey ) s [T . .
RSO0 fuyerza ionfea de 0.2 (la misma que se obtiene cob KO 0.2 M), Se encontrd gue

de reactivacion se encontrd que ésta fue de primer orden con upa constante de velogidid

di 0.029 4 0.002 min” para el K"y de 0,031 0,002 min” para el Na',
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Figura 6. Cindtens de reactivacion de la BADI de vindn por caliones monovalentes.

RS o), Magso, (),

Il hecho de que tanto el K comuo el Na' tengan un efecto reactivador sobre la
enzima, aunado a resudtades previos en los coades tamo el NaCl (1.2 M) como el NHC
(0.2 M) pesctivaron a la BADH bajo las musmas condiciones (Valenzueda-Soto ef af,
2008), swgiere de Torma preliminar que fa B3ADH vequiere de fuerza idnica mds que de
uno de los enliones on particular para mantener su estabilidad, Esto correlacionn bien
con Ta funcion i vive de fa enzima, yo que el rifidn maneja una alla fuerza dnica

provocada por fas concentraciones de wrea, KOy MNaCll que se encuentran prasentes

25



durante la divresis (deprivacion de agun), que es el momento en el cual se reguicre gue
Ly BAI Heve a cabo Ta sintesis del osniolito piicing betatna (Beck, 1988},

Para probuar que electivamente existe yit eleetn de fuerzy inica, so estudiaron Jos
cationes divalentes Mg, ', Mn'" empleando [z misma fuerza ionica ulilizaca con
los caliones monovalentes (0.2). Se encontrd gue sdlo ¢f My’ Y peactivo a o enzima (Vig,
7y, liste resultado no eoincide econ la sugerencia de que la BADH de riftén requicre
fuerza fonica pars mantener suestabilidad, ya que ni el Ca™, ni el Mp' fueron capaces
de reactivar a ta enzhma, Por lo que se propene que dibe existir un efecto miis especilico
de algunos de Jos cationes sobre Ja estabilidad de Ta BADI,
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Pigura 7. Cindtica de reactivacion de fa BADH de rindn por cationes divalentes,
MOl (20, CaCly (4 y MnCly (W)
Lo demperatura y el phtienen prandes efecios sobre la estabilidad de las

proteinas, temperaturas por arribi de los 30°C,y pHs extremos desnaluralizan a muchas

7



proteinas. Se sabe que algunos ealjones protegen o las proteinas de desnituralizicion
wrmica, de aeuerdo a la serie de Holmeister {Voet, 1995 Por lo que se estudid si ta
presencia de cationes mone y divalentes protegin la catabilidad de la enzima e ala

ramperatura, ph y proteasas,

olsilidad témica de 1

Efecto de catdones mong y divalentes sobre la g

P este estudio se determing el efecto de Ja imcubaeion por 15 min o ta BADH
dinlizada, o diterentes temperaturas eh el intervalo de 30 @ 60°C en ausencia y presencia
de cntiones mono y divalentes, Los resuliados muestean que la BADH ineobada a 30°C
emperatura normal del ensayo) en ausencia de lones, exhibe Ta misma petividad que Ju
erzima contml, mientras que g 4570 conserva el 62%, a 50°C conserva vl 22% y a 357C
mantiene dnicamente o 49 de sy actividad, Tiabmente si La enzima se incuba a HOYC
plerde totahmente su actividud {Tabla 2),

Fatos resultados sugieren que el 62% de las moléculas de Ja enzima conservan su
extructurn euglernaria o temperaluras de alrededor de dos 457C, sin embargo 4
emperatuas de S0°C y superiores, la mayoria de los tetrameros ha perdidi su
conformacion. Dado gue la BADH se esta purilicando a partir de un tejida de mamifero,

es de esperarse que Ta enzimn por arriba de Jos 407C infeie su desagregavion.

30



Tabla 2. fecto de lo temperatura sobre Ja BADE de rifion

.

T (P Actividad (%)

1Y O

53 4

il i)

Al estudiar ef efecto de L temperaturn sobre da estabilidad de o BADH en
presencia de cationes mavo y divalentes, se enconird que Ty enzimn conserva mds del
gy . o Lt PR RN F et . } .
B0%, de Ta actividad o 557 en presencis de ), Maty Mp" usados como eloruro
sulliato excepte con K280y, durante fos primeros 15 mingtas de incubacion (Fig, 8). La

. . T . . Lo C sy iy oo
enzima en presencia de Ca'' pierde rdpidamaente L aetividad a 5570 (1, 8), Pov ol
- . ; i dre L N . 5 o 1. 1. '
patete, la enzima en presencia de Mo~ perdid completamente b actividad desde of primer

minulo de incubacion,
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Figura 8, Electo de cationes mota y divalentes sobre la actividad de da BADH de
rifion incubada a 35°C, MpCly (T, NaCH ), KOT (O, MNapsOy (W),

FoaSOy (0, Catlly (4,

Ant

Pars ¢ste estudio o enedma ge tocubd a pit 7oy B, asande dos amortiguadores
Fepes-NaOM v Tris, Los resuliados muestran que In enzimi o pll 7 tiene una menor
actividad que a pld 8.0 cuando se emplea el nismo amortiguador, Hepes-NaOF, Al
extudiar el efecto de Hepes v Tris o pH 8.0, se enconbrd que fa enzima fue menos activa
en presencia de Tris que en Hepes (Fig, 93 Lo wual demuestra gue tanto ¢l pll come la

compuosicion del buTer estin influyendu o Ja Talta de estabilidad de da enzima.
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Flgura 9. Bfecty del pit y composicion del bulfer sobre la actividad de Ja BADI

Se analizo ol efveto de bos sustratos NAD {1 mM) v betaing aldehids (0.5 mM)
sobre b inactivacidn por pH. Se observd que fa coenzinma protegid a b BADT un 100%,
durante los primeros 30 minutes contra la inactivacion provoeada por fos diferentes
boffer y pb (Fige 103 Dos horas despuds, Lo enzima conserva el 0% de s actividad a
pH 8.0 en presencin de NMADY sin embargo o pll 7.0 1o enzima pierde of 30% de su

getividad en presencia de NAD',

o
)
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Figura 10, Efectn det NAD sobre L inactivacion de la BADM de riiion por pt oy

tipo de amortiguador, Hepes pht 8,0 (0, Hepes pld 7.0 (@) y Tris (KD,

Eos resultados ndican que Ta coenzima esta profegienda el sitio active de la
enzima ¥ con ello se mantene b conformacian, Estos resultadoys covrelacionan con el
mecanisino cinética de i BADI de rifdn, enoel cunl la enzbma tne primers a fa
coenzinta stpuiendo un mecanismo Tso Bi B Oedenado (Figueroa-Boto y Valenzuela-
Soty, 2000,

Al estudiar el electo del susteato aldehide, se enconid gue BA no tiene el nigsmo
efeeto protector (Fig. 11, Jo cuat se debe ol mecanismo cinético de Ja BADU, en el cual
BA se une a la enzima despuds de oo eoenzima (Figueroa-Soto y Valenzela-Soto,

20003 Por tanto, para que BA se una al sitio activo el NAD iene gue estar unido, par o

3



Gue noe es capaz di proteper a ly enzima en el mismo wrado que ¢l NADT Esto se puedse

comprobar mediante estudios de Nuoreseencia,
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Figura 11, Efecto del BA sobre L mactivacian por buffer v pl Hepes pli

8.0 (Y, Hepes ph) 7.0 (@) y Tris (1),

En conjunto os dates de fas Hparas 9 v 10 confioman ¢l mecanismo cindlico de la

BADH encontrado en un tabajo previo a éste (Fipueron-Soto v Valenzuela-Soto, 2000,



antes sobre Lo estabildad de Lo enzima frente o proteas

Fecto de vationes mmnovy

Para estudiar el electo de proteasas sobre Jaoactvidad de Ta BADI seoulilizd
Tripsina (hidrobiza residuos de Hsina y arginina) y ec-Quimotripsing (hidrobza residues
aromdticos) (Bohingky, 19877 Al incubar a la enzima en presencia de dichas proteasas,
se eneontrd gue 1o BAIHT fue mds susceplible o inactivacion por ripsina mostrando ung

cindica de inactivacidn exponencial de dos fases, con una constante de inactivicion de
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Prgura 12, Bfecto de o Tripsing (CH y ec-Qubmotripsing (M) sobre o

extabilidad de la I3ADH de rifon,
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NLY]

inactivadar

doe da

ripsime muestric gue hay  mayoritariaments

aminodeidos con corga positiva (sina, arpining) expuestos, Al contrarie de Jos

aminodcidos arombticos (Hrosing, femlalanina, iplofing} que son especlficos pary fa o

Quimatripsing los cuales probablemente estan posicionados principalmente en la parte

interna de la proteima,

Plade cf efecto inactivador de a inpsing sobre b BADH se repitio el engayo en

presencts de KO 0.2 M opara ver g protege contra la naetivacion por iripgina, Se

enconird que el K protegid alrededor del 90% de la actividad de Ja eneima (Fig. 13),

000

20 -

1 20 3) 40
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Figura 13, Blecto de KOCL sobve By inactvacion de la BADI de rifion por

tripsina, BADH en presencis de tripsina y ausencla () y en

presencin (0 de KCL



Posteriommente se estudio ol electo de tos sustratos sobre esty ipactivacion. Al
inctbar I enzima con NAD' 1T mM se observd que se mantene alrededor del 80% de la
actividad mantiene alrededor del 80% de o agividad de Taoenzhma, AL coicular fa
conslanie de Imactivacion se encontrd gue disminuye de 1648 5 6.30 M in ! (g 14).
ATt fecha no se ha estudiade o los aminodcidos presentes on el sito activo de Ta 3A10H
de rifion, sin embargo se sabe que la BADH de amaranto Gene wsy Jsing esencial para I
actividad (Valenzuela-Soto, 1994, por lo gque podemos suponer que of alecto de la
iripsina puede deberse en parte a gue este hidrolizindo ona Hsing del sitho active,

adicional o olros residuos de sy arglning mas expuestas en la proteina,
FEH

AR

2

- 1 1 ' 1 ' | ’ 7
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Tiempo (min)
i, 14, Proteccion de la BADH de viiion por MALY frente a la inactivacion por
ripsing. BADH mds tripsing en ausencia () y en presencin (V) de

MNAD",



Al incubar o Iy enzima en presencia del sustrate BA (0.5 mM)Y se observd
mmbién un efccto protector contra ln inactivacion por dripsing, se encontrd una
disminueion en la constante de inactivacion de 1648 a 972 M min™ en ausencia y
presencia de BA (respectivinmente) (Mg, 15).

Sin embargo 3A protegio sdlo un 70% de ta actividad de Ta BADH o diferencia

dal NAD" eof cual protegio mis del 70%,

10 by

HU -

AN

60 - ] &

vidad (%)

ik

=tz

Fas

t ) A0 ) A0
Tiempo (min)

Figura 15, Proteceidn de Ja BADE de vifdn por BA ante la ihactivacion por
wipsina, BADH mis tripsing en ausencia (L) y en presencin (4) de

13A.



Dado el efecty nactivador de o sc-guimatripsing sobre ln setividad de la
BADH, se incubo a la enzima en presencia de dicha proteasa y KO{0.2 M), La figura
LS muestra gue el K7 profegio ef 100% de L actividad de la BADI (Fig, 16). Dado que
cOmMo seomosd anteriormente, o potasio mantiene Ty estroctura cuatenaria de Iy
profeina y al hecho de que Jos aminodeidos aromaticos tenden o mantenerse on ol
interior de la proteing, es posible que esto evite el aeceso de la quimotripsina o log

aminoacidos aronsiticos, imprdiendo asi T activacion de la 3ADH,
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Figues 1o Blecto de KCL sobre I la inactivacidn por e-quimotvipsing de Lo
BARH de vikon. BADH mis co-quimotnipsing en ausencia (8 vy

presencla (03 de KOVD.2 M,



También se analizd Lo inactivacidn por guimotripsing cn preseneia de los
sustratos NAD y BA {1 mM y 0.5 mM) En presencia de NAD Ix BADH conservd
aproximadamente el 80% de fa actividad con una constante de 6.05 M min, mienteay
que la constante en ausencin de NAD Tue de 378 M7 min' (Fig. 17). Sin crnbinro,
aparentemente fa presencin de la coenzima expone mis fos aminodcidos aromiticny,

sustratos especilivos de esta proteasa, potenciando asi el efecto mactivadeor,
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Pigura 17, Electo del NAD' sobre la inactivacion de la BADI de rifon por .

Duimetripsina, BADI mds  gquimolripsing en ausencia (B y



Al fecha no se han reportady aminodeidos aromidticos en el sitio activy de la
butaiia aldehido deshidropenasa de rifion de cerdo, sin embargo Ja BADH de higado Je
Bacalao tene un iptofimo (Trplas) en el st de umdn de Tn coenznns (Joharsson of
af, 1998 v ouna fentalaning estrictamuenie conservada en ensi todps Jas AL (Phe
402y corcana a dicho sitio, La presencia de estos aminodeidos en 1o BADH de rindn de
cerdo explivaria en parte estos resultados, Ung vez realizada la hidrolisis, es posible gue
se den cambios conformacionales adicionales en la proteing v esto modifique ¢ sitio
activa de by BAINY, impidiendo asi 1o efictoneia de 1o catdlisis,

Al estudior el efecto del sustrat aldehido, se encontrd que la presencia de 13A

tiene un efecto muy similar al del NAD' (P, 18),
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Figura 18, VEfecto de BA frente s [y dnactivacion de Ty BAI de niddn por e
quimotripsina, BADH mis quimotripsing en ausencia (B) y presencia

(%) de BA 05 i,



e mong yodivalenles sobre ln estraetura tereiaria de la enzima

Come hemos podido ver en dos resubiados anferiores, Tos eationes al igual gue los
sustratos tensen un electo sobre la estabifidad de T encdima, Diche eleeto se ve reflejado
en eantbios en loestracturs terciavia, Para aproximarmes o los canbios gue veuiren a
nivel de estructura eecharia se hicieron estudios de Buorescencia,

B primer analisis de fToorescencia se hizo en ausenciy de cationes (Fig, 19), La
BADN en ausencia de caliones y susteatos mostrd una emilsidn masima con um fonpitud
de onda de 3336 nm, Al afiadic NADT fa emision disminuyd con una longitud de
erniston de 3372 nm, Mieptas que ol afadivle a Lo oenzima BA la intensidad de

MTuorescencia no cambid (dato o mastrada),
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Figura 19 Espectro de Auorescencia de la BADH de nifion en ausencia de caliones,



. - . . . a
Bl primer anddisis de uorescenciy se hizo paa ver el efecte del K sobie |a

estractura terclarin (Fig, 200 Primerg se midid taemision de Duorescencia de Ja enzima
en auseneia de eationes v sustratos, dandg una omision maxima de Husrescencia con un

midximea 333.0 mm, B sepuida se aprepd ]KOL(O2 M)y Ta emisidn de Nusrescencia Mg

similar a 332 nm. Despuds de aadic NAD', fa emision de Huoreseencia se redujo ’
aproximadamente a la mitad con v fompitad doonda masinm a 332 . Par aluime se ‘ﬁ

apregd 3A donde cambid de nuevo L emision de NMuorescencia o 329 con una lambda

de 332 i (Fabla 3).
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Fipura 20, Fapectro de Nuorescencia de ln BADH de rifion en presencia de KCT 02 M,



Enseguida se estudio el efecto de) Mp™ sobre Ta estractura terciaria, medionte
los cambios de emision de flrescencia (Fig 21) Se determing la emision de
Tuereseenciy de la enzima en ausencia de cationes y sustratos, La masima emision de
Tuorescencia se obluvo una longiud de ondy 332 nm, Despuds se agregd MpCly (1.0
mih) v b enusion de uorescenets fue similay con ana longitud de onda de 332 nm. Al

W1 A Iy 1. . . \
afindirle NAD se observd una entision Jde Tuorescencia menor a la misma lonpitd de

onda gue Ja anterior {Tabla 3),
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Figurn 21, Bspectro de fuorescencin de la BADIT de rifion en presencia de

(AU o mM



in el siguiente experimento se estudio el electo de fos sustratos en Jos cambios
de laestructur terciaria (Fie, 191 Nuevamente se midid I emision de Huorescencia a la
enzint en ausencia de eationes y sustratos eneonledndose una emision maxima a 3330
n. Al agreparle el NAD' s emision disminuyd con una longiud de onda maxima de
333 . Enosoyuida se afiadid BA wreojando como resubtado tna emision maxima fue
nienor o uea longitud de onda 33 nm. Se dejo proceder fa reaccidn por 5 minutos y se
volvid a determinar fa enision de uorescencia, eheontrindese que la emision maxima

disminuyd con unas longitud de onda de 3290 nm (Tabia 3}

Tabla 3. Electo de cationes y sustratos sobre Lo estruciur tereiara

Lannbda maxima (oo Dtensichd de Moorgseencia

NAD" 332 4.04

DA 331 15

!

BADI | 3336 714




Los vesullados muestran que el K7y el Mp'" provocan cambios muy peagueiios en
La interisidad de Tuorescencia, St emborps el K7 cambio la Jongited de onda de emision
de MTuorescencin maxima de Jos aminodeidos aromaticos de 1o enzima, to que to aeumid
con el Mp'™, Por su parte la conenzima WAD' provoca yna distminuciom en L intensidad
die Tuoreseencia, To cual reflera que suanidn modilien B posicion de oy aminodeidos
aromiticos de ln BADH, rellejando prolablemente cambiog conformacionales asociados
i catdlisis,

Estos resultados sugleren que el K'Y podrin estar causando camblios en I
estructura twreiaria de I enzdma, Tos cuales pudieran estay Tacilitando la unidn de la
coenzima en presencin de Este cation. Bste es el primer estudio de la BADH donde se
analizan las cambios en o estroctur ereiarta ehorelacion con catinnes,

La union de B3A ﬁluwnuﬂqﬁuliﬁ[ﬂlﬂ%ﬂff mduce un cwnbio adicional o la
intensidad de la emision de Nuorescencia, Todo esto correlaciona con el mecanismo
chndtico de Lo enzima Cso 130 130 Ordenado) donde T coonzima e el primer sustraio que
seune a Lo ezhna v s onidn perite T unidn de BA (Fipueroa-Soto y Valenzuelin-So,

20007,



CONCLUSHONES

A purtir de todos los dates abienides en este trabaje, se concluye gue:

fo ELRT potene electo sobree B actividad de Ta BAIDH de rdiién de cerdo.

2. BIER tiene electo sobre o estabilidad de fa BAIDIT de riidn de cerdo, va que este
catidn: mantiene su conformacian activa (letrdmero), protege de la insctivacion
termien, del efecte del pH oy tipo de amortipuador y contra 1z actividad
proteolitica de tripsing y w-quimotripsina.

Yool Na'one puede susttuie al B oen el mantenimiento de la estabilidad de la
SNz,

4. Patre los eationes divalentes probades solo el My'™ mostrd electos similares

los del K
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