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Resumen

La activacién de las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) tiene un gran potencial terapéutico
para multiples enfermedades humanas. El activador de ALDHs mejor caracterizado es un com-
puesto sintético denominado Alda-1. En el presente trabajo se muestra el efecto de Alda-1
sobre la cinética de la ALDH2 humana (isoforma mitocondrial), se analiza el tratamiento ma-
tematico para obtener los pardametros cinéticos y se discute el significado bioldgico del efecto
de este singular activador.

Abstract

Activation of aldehyde dehydrogenases (ALDHs) has great therapeutic potential for multiple
human diseases. The best characterized ALDHSs activator is a synthetic compound called Alda-
1. The present work shows the effect of Alda-1 on the kinetics of human ALDH2 (mitochondrial
isoform), analyzes the mathematical treatment applied to the data to obtain the kinetic para-

meters, and discusses the biological significance of the effect of this unique activator.

Introduccion

Las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) son una su-
per familia de enzimas que se encargan de oxidar
aldehidos a sus correspondientes acidos (1). Los
aldehidos son compuestos organicos reactivos que
se pueden formar por diversos procesos como en
el metabolismo del etanol (2), la exposicion a xe-
nobidticos o como producto de la peroxidacion de
lipidos en condiciones de estrés oxidante (3). Estos
aldehidos, pueden modificar la estructura de biomo-
léculas como el DNA (acido desoxirribonucleico) (4)
o proteinas (5), por lo que pueden ser muy nocivos
para la célula, es por esta razén que la actividad de
las ALDHs se considera de vital importancia para
mantener la integridad celular (6).

Estudios en diversos modelos han mostra-
do que la activacion de las ALDHs es capaz de
proteger a la célula de diversos tipos de estrés
(6-8), aunque se ha dado mas énfasis al estu-
dio del efecto sobre la activacion de la isoforma
mitocondrial (ALDH2). El activador de ALDH2
mejor caracterizado hasta la fecha es Alda-1, el

cual es un compuesto sintético con propiedades
cardioprotectoras (9), neuroprotectoras (10) y
hepatoprotectoras (11).

Cinética de los activadores no esenciales

Un activador no esencial se define como “una mo-
lécula capaz de incrementar la velocidad de una
reaccién catalizada por una enzima”. El esquema
general para describir la activacién no esencial se
presenta en la figura 1, donde a y B son factores
adimensionales que representan la magnitud en la
cual el activador modifica la afinidad de la enzima
por el sustrato (Ks) y la velocidad maxima (Vm),
respectivamente.

La ecuacion de velocidad que rige la activacion no
esencial se presenta a continuacién:
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En su forma de dobles reciprocos (Linewea-
ver-Burk) tenemos:

La posicidon en el plano cartesiano de la inter-
seccion de las lineas resultantes del grafico de do-
bles reciprocos, depende de la relacién entre los
factores a y B. Las ecuaciones 3 y 4, representan
el valor en el punto de interseccion en el eje de las
ordenadas “Y” (1/v) y en el eje de las abscisas “X”
(1/[S]), respectivamente.

En un caso ideal, el activador aumentaria la afi-
nidad por el sustrato (a<1) y también la velocidad
de catalisis (B>1), por lo que la interseccidén ocurri-
ria en el segundo cuadrante (Y>0; X<0). Existen
activadores que sdlo modifican la Vm (>1) sin mo-
dificar la afinidad (a=1) (activadores tipo V), cuya
interseccion del grafico de dobles reciprocos ocurre
sobre el eje negativo de “X” (Y=0; X<0). También
se pueden encontrar moléculas que no modifican
la Vm (p=1), pero si incrementan la afinidad de la
enzima por su sustrato (a<1) (activadores tipo K),
por lo que el patrén de lineas intersectantes ocurre
sobre el eje “Y” (Y>0; X=0). Es importante hacer
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Figura 1. Esquema cinético que representa los posibles
equilibrios de un activador no esencial (A), en una re-
accion catalizada por la enzima (E), donde el sustrato
(S) es transformado a un producto (P). Ks representa
la constante de disociacion del complejo ES, kcat es la
constante de velocidad de catalisis, a. es un factor adi-
mensional que modifica a la Ks y B es un factor adimen-
sional que afecta la velocidad de catalisis.

notar que la ecuacién 1 también describe el compor-
tamiento de inhibidores parciales (f<1) o de un in-
hibidor competitivo parcial simple (f=1; a>1; panel
j), y tanto el patron de inhibicion como el de activa-
cion dependen de los valores de o y B (Fig. 2). Los
casos presentados en los paneles k) y |) de la figura
2, corresponden a moléculas que poseen un com-
portamiento dual (notar la interseccién en el primer
cuadrante), es decir, en algunas concentraciones de
sustrato la molécula se comporta como inhibidor y
en otras concentraciones tiene propiedades de ac-
tivador, por lo que en este trabajo nos referimos a
estas moléculas simplemente como moduladores.
Los casos reportados en la literatura de este tipo de
moduladores son extremadamente raros.

2. Problema

En la tabla 1 se presentan los datos de actividad de
la ALDH2 humana al variar la concentracion de un
aldehido (propanal), a una concentracion saturante
de NAD*, en presencia de diferentes concentracio-
nes de Alda-1 (12). Con estos datos, calcular los
parametros cinéticos Vm, Ks, Ka, o, p y analizar
como cambia la eficiencia catalitica con respecto a
la concentracion de Alda-1.

3. Solucion

Al graficar los datos del problema se obtiene una
familia de hipérbolas con velocidad cada vez ma-
yor al incrementar la concentracion de activador,
como era de esperarse; sin embargo, las hipérbo-
las muestran un cruce a una concentracién aproxi-
mada de 5 uM propanal (Fig. 3A). Al obtener el gra-
fico de dobles reciprocos, se toma la linea recta en

Tabla 1
Actividad de ALDH2 humana recombinante al variar
la concentracién de propanal y del activador Alda-
1. La concentracion de NAD* se mantuvo constante
almM.

v (nmol/min/mg)
[Propanal]
(M)

Alda-1 (pM) 0| 2 5 20
0 0 0 0 0
1 318 227 164 136
2 388 325 | 294 234
5 427 444 | 432 427
10 451 497 521 528
20 462 514 | 580 629
50 500 559 | 654 724
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Figura 2. Patrones gréficos obtenidos a partir de la ecuacion para un activador no esencial, donde [A] es la concen-
tracion de activador, [I] es la concentracion de inhibidor y [M] es la concentracion de modulador (una molécula con
propiedades de inhibidor/activador). Las simulaciones se realizaron utilizando el software Microcal Origin ver 8.0. Las
condiciones modeladas fueron: Ks = 1; Ka = 1; Vm = 1; [A], [I] 6 [M] = variable (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10), los
valores de o.y p varian en cada caso.

Figura 3. Grafico directo (a) y de dobles reciprocos (b) de los datos de la actividad de ALDH2 en presencia de varias
concentraciones de Alda-1. Los datos fueron obtenidos a partir de la tabla 1.
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ausencia de activador y de ella se pueden calcular
el valor de Vm a partir de la ordenada al origen y el
valor de Ks a partir de la abscisa al origen (Fig. 3b).
A partir de los términos que corresponden a la pen-
diente y a la ordenada al origen en la ecuacioén 1,
se pueden crear regraficos que seran Utiles para
calcular los valores de «, B y Ka.

Analisis de la pendiente

La pendiente de la ecuacion en su forma de dobles
reciprocos (Ec. 2) se puede arreglar de la siguiente
manera:

Cuando [A]=0 la ecuacién (5) se expresa como:

Definiendo Am = m-mo entonces tenemos:

Al obtener el doble reciproco de la ecuaciéon 7, se
obtiene una linea recta que es de utilidad para ob-
tener los parametros que restan por calcular (Ec.
8).

Analisis de las ordenadas al origen

Al igual que el andlisis de las pendientes, el de las
ordenadas al origen nos permitird obtener una ex-
presién de utilidad para calcular Ka, oy p. La or-
denada al origen de la Ec. 2 puede arreglarse de la
siguiente manera:

Cuando [A]=0 la ecuacion (7) se expresa como:

Definiendo Ab = b-bo entonces tenemos:

Al obtener el doble reciproco de la ecuacion 9, se
obtiene una linea recta que también es de utilidad
para obtener los parametros que restan por calcu-
lar (Ec. 10)

Determinacion de los parametros cinéticos
- KsyVm

Cuando el término [A]=0, entonces la expresién de
dobles reciprocos queda expresada de la siguiente
manera:

Por lo tanto, la ordenada al origen de la recta sin
activador es igual a 1/Vm y la abscisa al origen de
la recta es -1/Ks, de tal forma que obtenemos los
valores de la Tabla 2.

- Ka,ayp

Al obtener 1/Am y 1/Ab a partir de las rectas de
la figura 3, se obtienen los datos de la tabla 3. La
grafica de 1/[Alda-1] vs 1/Am &6 1/Ab da como re-
sultado el regrafico mostrado en la figura 4. Utili-
zando las ecuaciones de los regraficos presentes
en la figura 4, es posible obtener los parametros
faltantes (Tabla 4).

Conclusiones

El analisis de la ecuacién para activadores no esen-
ciales revela la posibilidad de la existencia de mo-
léculas que disminuyan la afinidad de la enzima por
el sustrato (a>1) al mismo tiempo que incrementan
su velocidad maxima (p>1), si se dan estas con-
diciones y ademas a>p, entonces se obtiene una
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Tabla 2
Parametros cinéticos determinados a partir del ana-
lisis de dobles reciprocos de los datos de la tabla 1
en ausencia de activador.

Parametro Valor
1/Vm 0.0021
Vm (nmol/min/mg) 476
-1/Ks -1.91
Ks (pM) 0.52

Figura 4. Regréfico obtenido del anélisis de las pendien-
tes y de las ordenadas al origen de la ecuacion de acti-
vacion en su forma de dobles reciprocos. Este grafico es
util para el calculo de Ka, o y p. El valor de B se puede
estimar a partir de la ordenada al origen del regrafico de
1/Ab vs 1/Alda y utilizando el valor de Vm previamente
calculado. A partir de la ordenada al origen del regrafico
de 1/Ab vs 1/Alda y puesto que se conoce el valor de la
Vm, se obtiene el valor de B. Este valor se puede usar en
la ordenada al origen de 1/Am vs 1/Alda para obtener o,
y los valores de o y B se usan en la abscisa de cualquiera
de los regréficos (1/Ab vs 1/Alda 6 1/Am vs 1/Alda) para
obtener la Ka.
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Tabla 4
Parametros cinéticos obtenidos del analisis
de los datos de la figura 2.

Parametro cinético Valor
Ka (pM) 1.03
a 29.34
p 3.4

zona de inhibicion y una zona de activacién depen-
diendo de la concentracion de sustrato. El caso de
Alda-1 es uno de los pocos documentados donde se
puede estudiar este fendmeno dual de inhibicién /
activacion, el cual puede ser un factor muy impor-
tante para considerar en un contexto terapéutico.

Se ha propuesto que el mecanismo de proteccion
celular por la activacién de las ALDHs se debe a
un incremento en la capacidad de desintoxicacion
de aldehidos reactivos. Dado que Alda-1 muestra
una cinética dual de inhibicién (en concentraciones
bajas de aldehido) y activacion (en concentracio-
nes altas de aldehido) en el caso de ALDH2, enton-
ces, es razonable pensar que el efecto protector de
Alda-1 al activar a esta enzima sera posible solo
en condiciones donde la exposicién a aldehidos re-
activos sea elevada (>5uM), mientras que en con-
diciones de bajos niveles de aldehido (<5uM), no
habra proteccién por ALDH2, e incluso se podrian
promover efectos nocivos.
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