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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

En presencia de o-(2H)acetaldehido, la actividad de PAD
disminuye mas del 50%. Este efecto isotdpico es indica-
tivo de que el paso limitante de la reaccion es la transfe-
rencia del hidruro. En presencia del acetaldehido con un
sustituyente cloro, que es un grupo aceptor de electrones,
la actividad de esta enzima fue solo un 15% de la activi-
dad original. La disminucién en la actividad en presencia
de estos dos substratos muestra que el paso limitante de
la reaccion para PAD es la transferencia del hidruro. La
actividad de la enzima ALD no fue afectada en presencia
del substrato deuterado. La ausencia de efecto isotdpico
indica que el paso limitante de la reaccion no es la trans-
ferencia del hidruro. En presencia del substrato con el
substituyente nitro, la actividad no solo no disminuyo,
sino que se incremento alrededor de 3 veces. Este efecto
indica que el ataque nucleofilico (desacilacion) esta
involucrado en el paso limitante de la reaccion.

Graficando los datos de fluorescencia de la tabla 2 con-
tra tiempo se obtienen las figuras 2y 3.
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Figura 2. Actividad de deshidrogenasa de la PAD. La ac-
tividad se determiné adicionando 5 nmol de enzima en
una cubeta que contenia 100 mM de buffer de fosfatos a
pH 7.4y 1 mM de NAD* a 14 °C.

En la figura 2 se observa que al adicionar el substrato
inmediatamente se inicia la reaccion en el estado estacio-
nario de la PAD, sin que se presente ningun salto en la
actividad. Esta observacion corrobora que el paso
limitante para esta enzima es la transferencia del hidruro.
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Figura 3. Determinacion del burst antes del estado esta-
cionario en la ALD. La reaccion se llevo a cabo adicio-
nando 4.7 nmol de ALD en una celda conteniendo 100
mM de buffer de fosfatos pH 7.4y 1 mM NAD". El ensa-
yo se realizé a 14 °C para hacer lenta la reaccion y captar
mas puntos en la region del "burst".

En cambio, cuando se adiciono el substrato a la ALD, se
observo un salto en la actividad antes de que la reaccion
alcanzara el estado estacionario (Fig. 3). Este resultado
corrobora que el paso limitante para esta enzima se en-
cuentra después de la formacion del NADH. EI' AF del
"burst" fue de 2.98 UF. Este valor fue interpolado en una
curva de calibracién de NADH generada en el fluorémetro
(Fig. 4), y se determind que es equivalente a 9.3 nmol de
NADH. En el ensayo se utilizaron 4.7 nmol de enzima,
por lo que al dividir el valor de 9.3 entre la enzima total
se obtiene un rendimiento de 1.98 nmol NADH/nmol de
enzima. Este resultado nos indica que la ALD posee
reactividad de medio sitio como se ha reportado para las
enzimas tetraméricas humanas ALDH1 y ALDH2 (4).
En la tabla 3 se observa que el Mg?* no ejercio efecto
sobre la actividad de la PAD cuando se utiliz6 hasta 10
mM del i6n. Esto es consistente con las observaciones
anteriores que indicaban que para la enzima PAD el paso
limitante es la transferencia del hidruro.
Cuando se evalud el efecto del Mg?* sobre la actividad de
la ALD, se observo que este ion inhibe en un 7% la acti-
vidad de la enzima a una concentracion de 100 pM, mien-
tras que, cuando se incrementa la concentracion de Mg*
a 10 mM se alcanza una inhibicién del 40%. Esto sugiere
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Figura 4. Curva de calibracion de fluorescencia del
NADH.

que en el paso limitante de la ALD, también interviene la
liberacion de la coenzima.

En resumen podemos concluir que el paso limitante de la
PAD es la transferencia del hidruro (13). Este resultado
es novedoso ya que para las enzimas tetraméricas se ha
determinado que el paso limitante se encuentra después
de la formacion del NADH (6, 7). Por otra parte, el paso
limitante de la reaccién para la ALD parece estar
influenciado por la desacilacion y por la liberacion de la
coenzima (13). Es decir, tanto k7 como k9 son
comparablemente bajos y limitantes. Este resultado tam-
bién es novedoso, ya que se ha determinado que en las
aldehido deshidrogenasas tetraméricas existe un solo paso
limitante de la reaccion (6, 7). La caracterizacion de es-
tas ALDHSs de E. coli con propiedades cinéticas sui
géneris, puede ser utilizada como base para el disefio de
experimentos de mutagénesis sitio-dirigida, encaminados
a determinar qué regula la actividad de las aldehido
deshidrogenasas.
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