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1, OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO.
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OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO,

Las arqueobacterias son microorganismos muy intere-
santes desde el punto de vista de los comienzos de la

de la vida, de hecho , se les dió este nombre para
la hipótesis de que estos organismos fueron los

habitantes dominantes de la Tierra en los tiempos remotos .
En cuanto a esto, las arqueobacterias, como un reino

distinto, son muy importantes ya que nos dan
de los acontecimientos iniciales en la evolución

de las células, contribuyendo así a un mejor entendimiento
del ancestro universal.

evolución
resaltar

primario
indicios

Están caracterizadas por una amplia diversidad
metabólica y un alto grado de variabilidad morfológica que
es más o menos comparable a la encontrada en eubacterias .
Este grupo comprende aerobios, anaerobios, autótrofos,
heterótrofos, termófilos, acidóf¡los, fotótrofos, cocos,
bacilos, y formas pleomórficas y de disco. Las arqueobac-

terias se clasifican en tres fenotipos principales :

halóf¡los, metanógenos y termófilos . Ellos sobreviven en

entornos que normalmente matarían a otros muchos organismos

conocidos, de hecho están separados en unos pocos nichos

ecológicos peculiares .

comparativa y la identificación de
dependientes han

entendimiento
estructura
los
procedentes
embargo, con

La enzimologia
diversidad de enzimas de especies
contribuido significativamente a nuestro

evolución celular y de la relación entre la

proteína y su función . En la mayoría de

estudios se han concentrado en enzimas
organismos eubacterianos y eucariotas . Sin

reconocimiento de las arqueobacterias como un grupo

organismos distinto filogenéticamente, es esencial extender

el campo de la enzimologia comparativa a este nuevo reino.

de la
de la

casos, tales
de
el
de
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Para poder hacer comparaciones de la estructura de enzimas y

su función que incluyan ejemplos de especies arqueobacteria -

nas, es necesario determinar qué enzimas del metabolismo

central están presentes en estos organismos .

Dado que existen estudios muy recientes sobre las vías

centrales del metabolismo de arqueobacterias, pero muy poco

sobre el metabolismo nitrogenado de dichos organismos, el

objeto de nuestro Trabajo se ha centrado en el estudio de

una enzima clave en la asimilación de amonio: glutamato

deshidrogenase . Dicha enzima se ha estudiado en un organismo

halóf¡lo extremo que metaboliza aminoácidos y proteínas

mejor que carbohidratos .

La investigación en este área contribuirá a un mayor

entendimiento de estos organismos y su evolución.
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2 . PARTE TEDRICA.
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2. PARTE TEORICA .

2.1 . ARQUEOSACTERIAS : HALOSACTERIAS.

2 .i .i .- Arqueobacterias . Filogenia .

Un análisis filogenético realizado por catalogación de

oligonucleótidos condujo a la propuesta de que hay, al

menos, tres reinos primarios

las eubacterias (las bacterias

las arqueobacterias (Woese y

Woese y Gupta, 1981). Sin embargo, la

de estos reinos no está del todo clara

aspectos, las arqueobacterias parecen

otros parecen eubacterias (Woese y

1986 ; Wais, 1986) .

Las arqueobacterias

bacterias: metanógenas,

dependientes)

Olsen, 1986 ;

rango de propiedades

que cabe destacar

condiciones

como pueden

salinidad y anaerobiosis estricta

Los metanógenos son organismos

entre los organismos

verdaderas), los

Fox, 1977; Fox

vivientes :

eucariotas y

y col., 1980;

relación filogenética

(Fig . i) . En ciertos

eucariotas pero en

Gupta, 1981 ; Fewson,

agrupan

	

tres - clases

	

diferentes

	

de

halófilas y termoacid6f¡las (sulfo-

Fox, 1977 ; Fewson, 1986 ; Woese y

col., 1987) . Presentan un amplio

(Woese y

Leffers y

bioquimicas y fisiológicas, entre las

su capacidad para sobrevivir bajo

ambientales que el hombre considera extremas,

ser una temperatura elevada, pH bajo,

(Tindall y Trüper,

anaerobios obligados

reducen C02 a metano . Los halófilos necesitan concen-

traciones elevadas de HaCI,

salinas saturadas (5.2M) y otros tienen

elevado (pH 9- 10) (Kushner, 1985). Las

termoacid ófilas o sulfo-dependientes (Woese

alta

1986).

que

algunos crecen en soluciones

además un pH óptimo

arqueobacterias

y col ., 1984 ;

Stetter y Zillig, 1985) se encuentran en ambientes
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Figura 1 : Arbol filogenético de los tres reinos en los
que se agrupan los organismos, construído a
partir de las secuencias 16S (6 18S) de los
rRNA (Figura de Woese y Olsen, 1986) .
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termofilicos (55- 100ºC), y pueden reducir u oxidar azufre

para producir energía .

Fox y col . (1977, 1980), Laxe y col . (1984, 1985),

Zillig y col . (1985) y Woese (1985, 1987) han demostrado que

las moléculas de RRA ribosómicas (rRKA) 168 y i8S sirven

para establecer la relación filogenética entre los distintos

organismos, y se han determinado las secuencias de rRNAs

16S/18S de varias arqueobacterias metanógenas, halófilas,

termoacidóf¡las y sulfo-dependientes, además de numerosas

eubacterias y eucariotas (Woese y Olsen, 1986), encontrando

que los datos presentan una distinción clara entre el reino

arqueobacteriano comparado con los eucariotas y eubacterias

(Fig. i) .

2 .1 .2 . Halobacterias . Condicione s de crecimiento .

La familia Halobacteriaceae se ha definido tradi-

cionalmente como

halóf¡las extremas

que contiene dos

género Halococcus,
(Torsvik y

col ., 1983;

Torreblanca

de Bergey Halobacterium halobium y Halobacterium salinarium

se consideraron especies distintas, y posteriormente, en la

novena edición se consideraron como una sola especie, junto

con la llamada H.cutirubrum, bajo el nombre de H.salinarium

(Tindall y Trüper, 1986) . La reclasificación se debió a las

similitudes fisiológicas entre las diferentes especies .

Recientemente se han propuesto los nuevos géneros

un grupo homogéneo de arqueobacterias

que comprende el género Halobacterium,
y H.halobium, y el

especie, H.morrhuae
Rodriguez-Valera y

Tindall y Trüper, 1986;

octava edición del Manual

especies, H.salinariumm
que contiene una sola

Dundas, 1982 ; Oren, 1983;

Ross y Grant, 1985;

y col ., 1986) . En la
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Natronobacterlum, Natronococcus, Haloarcula y Haloferax para
proporcionar otros ejemplos de arqueobacterias halofilicas
extremas (Tindall y col ., 1984 ; Torreblanca y col., 1986 ;
Montero y col ., 1988).

Las halobacterias son bacterias Gram negativas, con
forma de varilla o irregulares, no formadoras de esporas,
que requieren concentraciones de HaCl próximas a la satura
ción para crecer (alrededor de un 257 en p/v), (Pundak y
Eisenberg, 1981a) y que tienen también concentraciones
salinas intracelulares muy elevadas (Larsen, 1967) . Además
de Ha+ y C1-, el K+ es un componente intracelular dominante

(Christian y Waltho, 1962), concentrando niveles elevados de

este catión dentro de las células (San% y col ., 1988) .

Christian y Waltho (1962) concluyeron que la concentración
salina intracelular total de una bacteria halofllica es al
menos tan grande como la que se necesita para su crecimiento
medio, pudiendo ser la razón K+/Ha+ intracelular mucho más
grande que la correspondiente razón extracelular . El K+ en

el medio puede llegar a ser limitante del crecimiento, por

lo que las células crecen hasta que todo el K+ se asimila

(Kushner, 1978) .

Se han realizado numerosos estudios sobre "solutos

compatibles" en algas y bacterias halofilicas y tolerantes

de sal; los solutos compatibles pueden mantener la presión

osmótica interna y permiten a las enzimas intracelulares

actuar (Brown, 1976; Kushner y Kamekura, 1988). Una de tales

sustancias, de gran importancia en ambas eubacterias halo-

filicas y no halofilicas es la betaína. Imhoff y Rodríguez-

Valera (1984) demostraron que la concentración de esta

sustancia aumenta con la concentración salina extracelular

durante el crecimiento de la célula .

Podría señalarse que las células de una Halobac-

teriaceae tienen dos propiedades características que son,

por un lado, el modelo hexagonal característico presentado
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por la superficie de las células y por otro la extrema fra-

gilidad mecánica de las mismas. La suspensión de las células

en soluciones con una concentración aproximada de HaCI 2M

produce la pérdida completa de rigidez de la pared celular y

las células toman forma esférica, y si se disminuye la

concentración de AIaCI por debajo de iM se produce una desin-

tegración de la pared celular y la lisis de las células.

Todas las halobacterias forman esferas cuando la sal del

medio de suspensión disminuye hasta el punto en el que la

pared celular pierde su rigidez (TorsviK y Dundas, 1982).

Para resumir, TorsviK y Dundas (1982) han considerado

que los criterios siguientes son necesarios y suficientes

para incluir una cepa microbiana en las Halobacteriaceae : 1)

Debe pertenecer al grupo de microorganismos de las

"Arqueobacterias", teniendo ribosom as característicos, en

particular los componentes 16S del rRBA. 2) Deben tener

células procarióticas halofílicas extremas, necesitando

concentraciones salinas más elevadas de 2M para crecer, con

Ala+ o Mg+2 como cationes extracelulares dominantes y con una

concentración salina intracelular de similar fuerza iónica a

la del entorno, pero con K+ como catión intracelular

dominante .

2 .1 .3 .- Localización de los halófilos extremos .

A comienzos de siglo se pudo establecer que el

enrojecimiento que se observaba a veces en los salazones se

debía a un crecimiento bacteriano; no obstante, aún se tardó

unos veinte años en establecer que se trataba de bacterias

muy especializadas, que sólo vivían en un medio de elevada

concentración salina, y en realidad, la cuestión no está en

que toleren elevadas concentraciones de sal, sino en que la

necesitan para su crecimiento . Los halófilos extremos están
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ampliamente distribuidos en la naturaleza : en salmueras
conteniendo concentraciones salinas muy elevadas (Rodríguez -
Valera y col ., 1981, 1985; Javor, 1984), en lagos de sosa
con pHs muy alcalinos (Brisou y col., 1974; Hissenbaum,
1975; Post, 1977), en pieles, o en alimentos salados como se
acaba de citar (Larsen, 1967 ; Dundas, 1977 ; Kushner, 1985);
también son especialmente notables en estanques salinos de
evaporación solar, donde se encuentran en tal número que dan

a la salmuera concentrada (Kushner, 1985)

lagos salados naturales pueden diferir en su

por ejemplo el Gran Lago Salado,

Ha+ como principal catión, mientras que en el Mar

más

	

Mg+2	que

	

Ha'+ .

	

La

	

respuesta

	

de

	

ciertas

a

	

las

	

diferentes

	

concentraciones

	

de

	

Ha+

	

y

	

Mg+2

de acuerdo con el lago particular de donde han

sido aislados (Kushner, 1985) .

color rojo

(Fig .2) . Los

composición iónica, como

tieneque

Muerto hay

halobacterias

puede variar

La característica de la coloración roja de los

halófilos extremos se debe a la presencia de carotenoides,

sin embargo, la pigmentación no tiene relación directa con

las propiedades halofilicas de las células (Larsen, 1967) .

El fotosistema de la bacteriorrodopsina es una característi-

ca de las arqueobacterias halofilicas y no se ha detectado

en ningún otro organismo (Langworthy, 1985). La bacte-

riorrodopsina es un pigmento púrpura fotosensible que

convierte la luz en energía quimica, por tanto actúa como

una bomba de protones dirigida por la luz, expulsándolos del

medio extracelular y generando un

de protones (Renard y Delmelle,

sirve para producir ATP . No sólo

de protones generado por la luz para

que lo emplean además para otras

mover sus flagelos, que les permiten

luz, aunque procurando evitar una

ultravioleta (Hildebrand y Schimz, 1983).

interior de la célula al

gradiente electroquimico

1980), este gradiente

utilizan el gradiente

producir ATP, sino

funciones como la de

desplazarse hacia la

excesiva radiación
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2 .1 .4 .-

comparaciones

carbono

Metabolismo de las

con los otros linajes.

no

(Fewson,

obtener

citrulina

de ser

descarboxilar aminoácidos bajo

algunas contienen

implicada en la vía

producían fosfatos

2-fosfoglicerato y 3-fosfoglicerato,

de H.halobium crecidas en un

peptona y citrato . En estos extractos

enzimas fructosa 1,6- bisfosfato aldolasa

bisfosfatasa, indicando la importancia de

de la glucólisis en H.halobium.

lípidos basados en

glicerol contienen

está en contraste directo al

rolípidos con unión éster de

para

condiciones

medio

halobacterias y

Catabolismo de hexosas .-

extremos utilizan proteínas

mejor que carbohidratos (Larsen, 1967),

Tomlinson y col. (1974) encontraron que

catabolizaba glucosa y galactosa

de la vía de Entner-Doudoroff, y

que Sulfolobus y Thermopiasma

fosforilados de la vía

1986 ; Danson, 1988). Algunas

energía por degradación

a ornitina (Hartmann y

aerobias las arqueobacterias halofilicas pueden

anaeróbicas, y

arginina descarboxilasa, que está

descrita por Hartmann y col. (1980) .

Muchos de los halóf¡los

y aminoácidos como fuentes de

sin embargo,

H.saccharoyorum

mediante una modificación

por otra parte, parece ser

utilizan unos intermediarios

el catabolismo de glucosa

cepas son capaces de

anaer6bica de arginina o

col., 1980), ya que a pesar

Gluconeogénesis.- D'Souza y Altekar (1983) estudiaron

la gluconeogénesis en halobacterias, mediante la cual

formaba piruvato a partir de gliceraldehido 3-fosfato y

de triosa a partir de fosfoenolpiruvato,

en extractos de células

conteniendo sales,

se detectaron las

y fructosa 1,6-

la función inversa

se

se

Sintesis de glicerol .- Todas las arqueobacterias tienen

uniones éter, y todos los éteres

una configuración sn-2,3-glicerol que

sn-1,2-glicerol de los glice-

eubacterias y eucariotas . La

de
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síntesis de glicerolípidos arqueobacterianos ha sido
revisada recientemente por Langworthy (1985) y De Rosa y
col . (1986) . Kates y sus colaboradores investigaron el
origen de los residuos de glicerol en los lípidos de las
arqueobacterias halofílicas (Kates y col ., 1970; Kates y
Kushwaha, 1978). Cuando H.cutirubrum crece en glicerol no
hay isomerización aldo-ceto entre dihidroxiacetona y
gliceraldehido . Sin embargo, esto puede no ser así cuando
crecen con carbohidratos como única fuente de carbono,
pudiéndose producir el glicerol a partir de fosfato de
glicerol o de la reducción de dihidroxiacetona vía glicerol
deshidrogenasa que se detectó en H.cutirubrum (Baxter y
Gibbons, 1954) .

Ciclo del ácido cítrico .- Todas las arqueobacterias
pueden convertir piruvato en acetil-CoA, y la enzima
implicada es piruvato oxidorreductasa . Las arqueobacterias
halofílicas son organismos quimiorganotróficos que pueden
suplir sus requisitos energéticos mediante el metabolismo de
aminoácidos y otros compuestos nitrogenados. Algunas cepas
pueden utilizar carbohidratos, pero no es una necesidad, y
por lo tanto es probable que los halófilos posean un ciclo
del ácido cítrico oxidativo. Aitken y Brown (1969) señalaron
la presencia de enzimas de este ciclo y del ciclo del
glioxilato en H.halobium, y Danson y col . (1985) han
encontrado las enzimas clave citrato sintasa y succinato
tioquinasa en una gama de halófilos clásicos y alcalofí-
licos. No se han investigado todas las enzimas del ciclo del
ácido cítrico en estos organismos, pero todos los nutrientes
que son capaces de mantener el crecimiento coinciden en
indicar que los halófilos poseen una vía aeróbica oxidativa
(Danson, 1988). La situación en las arqueobacterias termo-
acid6filas es más compleja y puede depender de si el
crecimiento es heterotrófico o autotrófico, aeróbico 0

anaeróbico, aunque por ejemplo se han detectado todas las
enzimas de un ciclo del ácido cítrico reductivo en

12
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Thermoproteu s

	

neutrophilus

	

(arqueobacteria

	

anaerobia

estricta), fijando así C02 (Schafer y col ., 1986) . Las

arqueobacterias metanógenas presentan una tercera versión

del ciclo del ácido cítrico además de la vía oxidativa de

los halófílos y la reductiva de los termoacidóf¡los sulfo-

dependientes, encontrándose, por un lado, que M.thermoauto-
trophicum posee un ciclo del ácido cítrico reductivo

incompleto, dirigiéndose a partir de oxalacetato hasta 2-

oxoglutarato vía succinil-CoA (Fuchs y Stupperich, 1978,

Jones y col., 1987), y por otro lado, Methanosarcina barkeri
parece tener un ciclo del ácido cítrico incompleto pero

oxidativo, con 2 - oxoglutarato sintetizándose vía citrato

sintasa, aconitasa e isocitrato deshidrogenasa (Daniels y

ZeiKus, 1978; Weimer y ZeiKus, 1979) . Así, no se ha

encontrado todavía ningún metanógeno con un ciclo completo,

tanto oxidativo como reductivo (Danson, 1988).

Transporte de amínoácidos.- El proceso de transporte de

aminoácidos en halófílos extremos no se ha investigado con

suficiente detalle, siendo éstos fuente de energía habitual

y vital para determinar las peculiaridades del metabolismo

de estos microorganismos (Matveeva y col ., 1987) . Los

sistemas de transporte estudiados en H.halobium para

aminoácidos (McDonald y col ., 1977) y Ca+ 2 (Belliveau y

Lanyi, 1978) utilizan un gradiente de hia+ como fuente

directora, mientras que el gradiente electroquimico de Hi' es

la fuente de energía primaria, que puede generarse por luz o

por respiración (Belliveau y Lanyi, 1977) . Por tanto, esta

halobacteria parece ser un organismo muy prometedor en el

reconocimiento del transporte de fosfato dirigido por sodio

en procariotas (Zoratti y Lanyi, 1987) .

Una de las cuestiones centrales es si las arqueobac-

terias son capaces de conservar energía de la misma forma

que lo hacen las eubacterias y los eucariotas, esto es, por

la síntesis del ATP mediante la conversión de energía

quimiosmótica. Esto ha sido respondido en parte, por la

13
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existencia

dativa y

empleando

durante la metanogénesis (LÜbben y col., 1987).

Las

traciones

mantener

estructural de su

ha sido revisada

(1967), Kushner

Silverman (1972),

Kushner (1986),

investigadores .

de

basado

bicas,

1978), además

proteínas y

fuertes (von

Lieberman y

de halobacterias capaces de fosforilación oxi-

fotofosforilación, y para el caso de metanógenos,

fosforilación de transporte electrónico anaerobio

Proteínas

enzimas halofílicas no sólo son estables a concen-

sino que las requieren

y su actividad. La naturaleza

a tales extremos de salinidad

y Waltho (1962), Larsen

col . (1969), Lanyi y

(1974, 1979), Leicht

col . (1986), y

de sal elevadas,

su estructura nativa

adaptación

por Christian

(1968), Liebl y

Lanyi

Werber y

Requis itos

halofílicas .

salinos . Estabilidad .

para

y col . (1978),

otros muchos

La formación de estructuras "nativas" estables a partir

cadenas

en

hidrofílicas

se ha sugerido que la sal elimina

uniones hidrofóbicas

Hippel y Wong, 1964 ; Lanyi

Lanyi, 1971). Las proteínas

polipeptídicas

un balance

y

forma

lineales es

cuidadoso de

electrostáticas

un proceso espontáneo

interacciones hidrofó-

(Eisenberg y col .,

agua de las

particularmente

y Stevenson, 1970;

halofílicas parecen

14
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obtener esta característica, aumentando la frecuencia de

aminoácidos polares y disminuyendo la de no polares (Lanyi,

1974 ; Mevarech y col ., 1977 ; Werber y Mevarech, 1978; Werber

y col ., 1978 ; Pundak y Eisenberg, 1981a) . Este aumento de la

frecuencia de aminoácidos polares en proteínas halofílicas

es debida a un exceso molar del 16-18 i de aminoácidos

cargados negativamente, concretamente grupos glutamato y

aspartato (Lieberman y Lanyi, 1972 ; Eisenberg y col ., 1977 ;

Mevarech y col., 1977 ; Leicht y col ., 1978 ; Werber y col .,

í978 ; Pundak y Eisenberg, 1981a,b ; Danson, 1988), mientras

que en las proteínas no halofílicas el exceso es sólo del

7-9 1 . Anteriormente, Baxter (1959) propuso que el efecto de

las sales sobre las enzimas halofílicas consistía en el

apantallamiento de las cargas negativas de la molécula

protéica por los cationes del medio, que al no ser

neutralizadas se repelían electrostáticamente y llevaban a

una expansión molecular con desorganización de las estruc-

turas secundaria y terciaria de la proteína . Posteriormente

se ha comprobado que estos resíduos de aminoácidos acídicos

aumentan la estabilización de la proteína compitiendo con la

sal y originando una capa de hidratación apropiada a fuerzas

iónicas elevadas, de forma que unen alrededor de siete

moléculas de agua por residuo, mientras que los demás

aminoácidos sólo unen de dos a cuatro moléculas de agua por

residuo (Kuntz, 1971 ; Pundak y Eisenberg, 1981b) .

15

Otro mecanismo propuesto para el efecto salino en las

enzimas halofílicas está basado en el poder "salting- out" de

ciertas sales, como HaCI. Parece que las sales que poseen

este carácter (Lanyi y Stevenson, 1970 ; Lieberman y Lanyi,

1971; Higa y Cazzulo, 1975) tienden a estabilizar la

conformación nativa de las enzimas halofílicas más que las

del tipo "salting-in" . En presencia de concentraciones

elevadas de HaCI, las cadenas polipeptídicas de una enzima

con extremo no polar pueden formar uniones hidrofóbicas

estables (Lanyi, 1969; Lanyi y Stevenson, 1970 ; Leicht y
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col ., 1978) . Otras sales, tales como HaN03 y especialmente

HaCl04, no estabilizan bien la estructura del agua y por

esto no mantienen la actividad enzimática máxima (Lanyi y

Stevenson, 1970) .

En los años 50 comenzó el estudio de las propiedades de

las enzimas de bacterias halofílicas extremas, con la

demostración, por parte de Robinson y Katznelson (1953), de

la necesidad de la presencia de una concentración salina

elevada para la actividad y estabilidad de aspartato

aminotransferasa de H.salinarium, seguida por el estudio de

Baxter y Gibbons (1954) sobre glicerol deshidrogenasa del

mismo microorganismo . A estos estudios siguieron otros,

esencialmente del grupo de Gibbons, que confirmaron la idea

de que las enzimas aisladas de bacterias halófilas extremas

necesitaban concentraciones elevadas de sal para mostrar su

actividad enzimática y para ser estables, conservando su

estructura nativa (Larsen, 1962, 1967 ; Kushner, 1968 ; Lanyi,

1974) . Estas enzimas halofílicas se comportan de modo

diferente en lo que se refiere a la efectividad de las

distintas sales como activadores o estabilizadores (Lanyi,

1974 ; Cazzulo, 1975). Prácticamente todas las enzimas de

bacterias halofílicas descritas en la bibliografía tuvieron

necesidades salinas o tolerancias más elevadas que las

correspondientes enzimas de otros tipos de organismos

(Larsen, 1962, 1967 ; Brown, 1964; Hochstein y Dalton, 1968 ;

AitRen y Brown, 1969), y en cambio, a bajas concentraciones

salinas la mayoría de las enzimas mostraron poca o ninguna

actividad (Larsen, 1967) .

16

Con isocitrato deshidrogenasa de H.cutirubrum la

estabilización completa se obtuvo cuando el tampón contenía

más de 3M de HaCI. A concentraciones más bajas de sal el

grado de protección fue proporcional a la concentración de

HaCI. Por ejemplo, con HaCI 2 .2M se perdió alrededor del 501

de actividad en 20 horas, y con 1 .2M se perdió toda la

actividad en tres horas (Hubbard y Miller, 1969). Según
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Cazzulo y Vidal (1972), el HaCI fue la sal estabilizadora

más efectiva entre una serie de estudiadas por ellos para la

enzima málica de H.cutirubrum, el KC1 fue algo menos

efectivo y HH4C1 fue casi completamente inefectivo. Es

curioso que el activador más efectivo, HH4C1, fue inefectivo

como estabilizador, mientras que el estabilizador más

efectivo, HaCI, no activó completamente .

Holmes y Halvorson (1963) encontraron la forma de

reactivar algunas enzimas halofílicas que habían sido

desnaturalizadas por eliminación de sal, pero según Hubbard

y Miller (1972) pocas enzimas podían ser renaturalizadas

completamente después de la desnaturalización . El hecho de

que algunas enzimas halofilicas sean protegidas por sus

sustratos frente a la inactivación a baja concentración

salina podría significar que la acción estabilizadora de la

sal estaría restringida a una región pequeña de la molécula

enzimática (Cazzulo, 1975), como es el caso de la ornitina

carbamoiltransferasa de H.salinarium (Dundas, 1972), que se

mantiene estable en presencia de cualquiera de sus tres

sustratos, citrulina, ornitina o carbamoilfosfato (siendo

este último el que produce menos efecto) . Cuando una enzima

inactiva está expuesta durante mucho tiempo a bajas con-

centraciones salinas, la cantidad de enzima que puede

reactivarse normalmente disminuye con el tiempo (Mevarech y

Heumann, 1977) .

La velocidad de inactivación depende de la naturaleza y

concentración de la sal, teniendo en cuenta que los tres

componentes intracelulares Ha+, K+ y C1- juegan un papel

importante en las células, manteniendo a las enzimas en un

estado activado (Larsen, 1967) . La mayoría de los experi-

mentos relacionados con la activación y estabilización de

enzimas halofilicas in vitro se realizaron con K+ y Ha+, que

son los principales cationes intra- y extracelulares, res-

pectivamente (Higa y col., 1974). Sin embargo, los cationes

divalentes proporcionan cierta estabilización en sistemas
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particulares de enzimas como NADH deshidrogenasa, y en

algunos casos los cationes divalentes son incluso mejores

que K 4' ó bla { ' como estabilizadores (Higa y col ., 1974) . In

vivo es difícil averiguar el papel de los cationes divalen-

tes en el mantenimiento de las estructuras nativas de las

enzimas halofilicas . Lanyi y Silverman (1972) demostraron

que, mientras el K+ parece estar libre en la célula, el Mg+2

probablemente esté unido a los lípidos de membrana y a las

proteínas acidicas (Reistad, 1970) presentes en los halófi-

los extremos . Por tanto, la eficacia de los cationes

divalentes como estabilizadores a bajas concentraciones

salinas, sugiere que la protección de cargas por los catio -

nes es un factor importante para mantener las estructuras

nativas de algunas enzimas, siendo una excepción la GDH de

H.cutlrubrum, en la cual los cationes divalentes fueron muy

poco eficaces en comparación con HaCl y KC1 (Higa y col .,

1974) .

18

En general, las enzimas siguen cinéticas de inacti-

vación de primer orden, obteniéndose rectas cuando se hacen

representaciones del logaritmo de la actividad residual

frente al tiempo de incubación en presencia de concentración

salina baja (0 .05 - 0 .5 M) (Baxter, 1959 ; Cazzulo, 1972 ;

Lieberman y Lanyi, 1972); de tales rectas se puede obtener

la vida media de la enzima en las condiciones experimentales

empleadas . En muchos casos (Holmes y Halvorson, 1965 ;

Hubbard y Miller, 1969) se ha podido comprobar que la

inactivación por eliminación de sal va acompañada por un

aumento de volúmen de la molécula enzimática, manifestada

por una disminución del coeficiente de sedimentación o del

volúmen de elución en Sephadex G-200, por lo que se produce

una expansión molecular con desaparición de la estructura

secundaria de a-hélice y exposición de grupos normalmente

inaccesibles . Esto es semejante a lo que ocurre con la

desnaturalización de enzimas no halofilicas por agentes como

el calor, urea, clorhidrato de guanidina, etc . (Lanyi,1974) .
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Mevarech y Neumann (1977) observaron que cuando

concentración salina disminuía, la malato deshidrogenasa

Halobacterlum del Mar Muerto perdia su actividad

recuperándola completamente al aumentar la fuerza iónica .

Para esta enzima en estado nativo, el contenido de a - hélice

fue el 331, mientras que a U .5M de NaCI desapareció

completamente (PundaK y Eisenberg, 1981a), en cambio,

incluso en ausencia de sal, la HADP-GDH de Halobacterlum
Mar Muerto mantuvo parte de su estructura secundaria,

contenido de a-hélice disminuyó del 581 al 171 pero

desapareció (PundaK y Eisenberg, 198la ; PundaK y

1981) .

Para esta

condiciones bajo

ción dependiente de sales

disminuyó la concentración

miento al rojo en

de esta enzima,

triptofanilos a un

nativa, ocurriendo

halofilica (Mevarech

exposición de

otros residuos

de las

pérdida

conformacional grande al

(Leicht y col ., 1978) .

glutamato deshidrogenasa no se

las cuales se pudiera anular

(Leicht y

salina

los espectros de emisión de

debido a la

entorno más

algo similar

y col .,

residuos de

aromáticos, podría ser una propiedad

enzimas halofílicas, que

de estructura secundaria

disminuir

agua-sal,

cíales de

puede dar

la estabilidad y solubilidad de dichas

Timasheff, 1984). No hay duda de que,

entre residuos de aminoácidos intra-

interacciones de una enzima con el

tos

las

las

una

la

de

enzimática,

del

el

no

col.,

encontraron

la inactiva-

col., 1978), y cuando se

se produjo un desplaza-

fluorescencia

exposición de residuos

polar que en la enzima

con malato deshidrogenasa

Esto hace pensar que la

de

1977) .

triptófano, y probablemente

general

la

cambio

salina

está relacionada con

y refleja un

la concentración

proteína-En un sistema de tres componentes tales como

el conocimiento de las interacciones preferen-

con los componentes del disolventeproteínas

idea del efecto que producen los ligandos en

proteínas (Arakawa y

además de los contac-

e intermoleculares,

disolvente también
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juegan un papel decisivo (Eisenberg y col ., 1978). Como

consecuencia, todo esto se podría resumir en tres caracte-

rísticas : a) la estabilidad de las enzimas halofílicas

estudiadas es muy grande a concentraciones multimolares de

sales del tipo "salting - out" (Eisenberg y col ., 1978) ; b) se

desestabilizan a bajas concentraciones de sal, lo que va

unido a una pérdida de la estructura a- hélice y c) se

caracterizan por un exceso de cargas negativas sobre
positivas cuando se comparan con sus homólogas no

halofílicas (Eisenberg y col ., 1977 ; Leicht y col ., 1978 ;

Werber y col ., 1978).

2 .1 .5 .2 . - Requisit os salinos . Actividad .

20
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Los primeros estudios realizados, principalmente por

los grupos de Gibbons (1957), de Larsen (1962, 1967) y de

Brown (1964) demostraron que la mayoría de las enzimas

aisladas de halobacterias se activaban por sal, y otros

sugirieron que el papel de las sales en la activación podía

diferir del papel de las sales en la estabilización (Hubbard

y Miller, 1969; Cazzulo y Vidal, 1972 ; Mevarech y Heumann,

1977). En algunos casos, la enzima es completamente inactiva

en ausencia de sal y alcanza su actividad máxima en

presencia de elevadas concentraciones salinas (Baxter,

1959), éstas son las enzimas que realmente pueden llamarse

halofílicas ; otras enzimas de halóf¡las extremos se activan

por sal, con máxima activación entre 0 .5 M y 1.5 M, siendo

parcialmente inhibidas por concentraciones más elevadas ;

finalmente algunas enzimas halófilas extremas se inhiben por

concentraciones crecientes de sal, y en tales casos, si bien

la actividad máxima se obtiene en presencia de una

concentración salina muy baja, una parte de la actividad se
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conserva aün en presencia de una concentración de sal 3-4 M

(Cazzulo, 1975) . La isocitrato deshidrogenasa de H.sali -
narlum estudiada por Baxter y Gibbons (1956) tuvo una

concentración óptima de 1 .2 M para HaCI y entre 2-4 M para

KC1, mientras que Higa y col. (1974) encontraron un valor

óptimo de O .1M a 0 .4M de HaCI para la enzima de

H.cutirubrum . Aunque hay diferencias en la concentración

óptima de sal de las isocitrato deshidrogenasas halofilicas

estudiadas por diferentes autores, hay un acuerdo general de

que la [sal] óptima de la enzima está por debajo de la

concentración salina a la que los organismos pueden

sobrevivir .

La mayoría de las enzimas estudiadas responden

prácticamente igual a KC1 que a HaCI, las principales sales

dentro y fuera de la célula, respectivamente, mientras que

otras presentan mayor actividad en presencia de KC1 que de

HaCI, como debería esperarse de enzimas intracelulares . La

alanina deshidrogenasa de H.salinarium, purificada prácti-

camente a homogeneidad, necesitó concentraciones salinas

elevadas para su actividad (Keradjopoulos y Holldorf, 1979),

pero los efectos de iones específicos fueron bastante

diferentes en las reacciones oxidativa y reductiva

catalizadas por esta enzima. Así, el KC1, HaCI, RbC1 y CsCI

tuvieron prácticamente el mismo efecto en la aminación

reductiva de piruvato, pero KC1 fue más efectivo que las

otras sales en la desaminación oxidativa de alanina por esta

enzima, y no se observó actividad en presencia de HaCI ; por

su parte, la piruvato quinasa de H.cutirubrum (de Médicis y

col., 1982) fue más activa a concentraciones elevadas de KC1

que de HaCl .

Ciertas enzimas que requieren concentraciones elevadas

de sales monovalentes para su actividad pueden activarse a

concentraciones mucho más bajas de cationes Bivalentes,

tales como Mg+ 2, Mn+2 ó Ca+2 6 de cationes polivalentes,

tales como espermidina 0 espermina (Higa y col ., 1974 ;
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Lany1, 1974) ; como ejemplos pueden incluirse la citrato
sintasa (Cazzulo, 1973) y aspartato carbamoiltransferasa
(ftorberg y col ., 1973), ambas de H.cutírubrum . El CaC12,
entre cuatro sales probadas (CaC12, MgC12, HaCI y KC1), fue
el mejor activador de la GDH de H.cutzrubrum, y en cambio
presentó inhibición a concentraciones elevadas de cationes
monovalentes (Higa y col ., 1974) . También hay que tener en
cuenta la naturaleza del anión acompañante. Asia en los casos

mejor estudiados se observó que el orden de efectividad de

los aniones era Cl - , H2P04 - > Br - > 1103 - > C104 - , SCPI -

(Hochstein y Dalton, 1968; Lanyi y Stevenson, 1969, 1970 ;

Lieberman y Lanyi, 1971, 1972), orden igual al de la

efectividad de los aniones como agentes capaces de producir

"salting-out" (Cazzulo, 1975) .

22

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



2.2. DESHIDROCENASAS PIRIDIN DEPENDIENTES.

2 .2 .1 . - Generalidades .

En las células, las deshidrogenasas piridin depen-

dientes catalizan numerosas reacciones de oxidación-

reducción y utilizan NAD+ o NADP+ como coenzimas . Algunas

enzimas pueden reaccionar con ambos nucleótidos de

nicotinamida, otras, en cambio, únicamente pueden trabajar

con uno de los dos, y actúan en diferentes aspectos del

metabolismo (Dalziel, 1975) . Los nucleótidos de nicotinamida

son coenzimas, y no grupos prostéticos, pudiéndose

considerar como sustratos desde el punto de vista cinético,

que forman también compuestos reversibles y estables con

deshidrogenasas. Nunca se ha demostrado la existencia de una

reacción de oxidación-reducción entre una deshidrogenasa y

una coenzima en ausencia completa del otro sustrato

(Dalziel, 1975) .

Por regla general, las deshidrogenasas que utilizan

NAD+ como coenzima son enzimas catabólicas, que producen

energía e intervienen de manera primordial en la respiración

(es decir, en la transferencia de electrones desde los

sustratos hasta el oxigeno), mientras que las NADP-

dependientes intervienen principalmente en la transferencia

de electrones desde los intermediarios del matabolismo hasta

los intermediarios de la biosíntesis.

La función de la coenzima es aceptar dos electrones y

un protón del sustrato en su centro redox, oxidando a dicho

sustrato:
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Sustrato reducido +

Los dos electrones
segunda molécula de
reacciones comprenden
equivalentes reductores
hidruro (H-) a la
forma oxidada) del
se separa del sustrato en
1975).

dispersión
estudio de
número de
clase se
específicas-A
del anillo
especificas-B
caso de la

de la coenzima

HAD(P)+
Sustrato oxidado + HAD(P)H + H+

transferirse a unade HAD(P)H pueden
sustrato que se
la transferencia
del sustrato en

posición 4 del anillo de nicotinamida
nucleótido de piridina;

forma

reducirá . Estas
reversible de dos
forma de un ión

(en
el otro hidrógeno

de ión H+ libre (Dalziel,

Además, en estas reacciones se ha demostrado la
existencia de estereoespecificidad respecto al
proquiral
proquirales de los sustratos

que la transferencia del hidrógeno ocurre dentro
complejo ternario de enzima,
1975). Esta estereoquimica se
sustratos marcados . Se emplearon técnicas de fluorescencia,

óptica rotatoria y ultracentrifugación para el

la unión de sustratos y coenzimas, así como del

centros activos. Las enzimas que pertenecen a esta

clasificaron en dos grupos : las estereo-

que transfieren el hidruro al

de piridina de la coenzima,

que lo transfieren al lado B

forma reducida de

del lado-A y lado-B corresponden

respectivamente (You, 1982).

carbono C-4
y los centros quirales o

(Popják, 1970), y esto implica
de un

coenzima y sustrato (Dalziel,
estudió utilizando coenzimas y

lado A (cara R)
y las estereo-
(cara S). En el

las coenzimas, los hidrógenos
a hidrógenos pro-R y pro-S,

tres décadas se estuvo analizando

las enzimas que pertenecen a esta

que este aspecto es una de las propiedades

que poseen y además proporciona información

Durante las pasadas

la estereoespecificidad de

clase debido a

más conservadas
fundamental para la elucidación de su mecanismo de acción
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(You, 1982) . Como resultado, ahora se conocen las

estereoespecificidades de más de 150 deshidrogenasas

dependientes de nucleótidos de nicotinamida. Como ejemplos

se podrían citar las enzimas malato deshidrogenasa, isoci-

trato deshidrogenasa o lactato deshidrogenasa que presentan

especificidad A, mientras que glutamato deshidrogenase

presenta especificidad B. Se pueden considerar, por tanto,

una serie de generalizaciones respecto a la estereo-

especificidad, a partir de las propiedades de las

deshidrogenasas unidas a HAD+ y HADP+:

a) La estereoespecificidad de una reacción particular

es independiente de la fuente de la enzima que la catalíza .

b) Cuando una enzima puede utilizar HAD+ ó HADP+ (o sus

formas reducidas), la estereoespecificidad de la reacción es

la misma con ambas coenzimas .

c) Cuando una enzima reacciona con una gama de

sustratos, la estereoespecificidad de la transferencia de

hidrógeno es la misma con cada sustrato (Górisch y col.,

1985).

El método más utilizado para medir la actividad ,de las

deshidrogenasas de nucleótidos de piridina es el método

espectrofotométrico, que se basa en las diferencias de

absorbancia entre las formas oxidada y reducida de los

nucleótidos a 340nm. Tanto HADH como HADPH muestran el mismo

espectro de absorción, y mientras que la absorbancia a 340nm

es nula para las formas oxidadas, las especies reducidas

presentan un máximo de absorbancia a esa longitud de onda.

la

la enzima, y se

Este orden es coherente con el

la coenzima provoca un cambio de

la enzima. Probablemente, ese

del sustrato, que sin él no

el

En muchos mecanismos cinéticos para deshidrogenases,

coenzima se combina en primer lugar con

libera en último término .

hecho de que la unión con

conformación en la molécula de

cambio haga posible la unión

puede acceder a su centro especifico (Sund, 1968). En
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manitol-1-P

dos millones

(Sund, 1963).

50000 a 200000 daltons (Sund, 1968).

unidad

Parece

polipeptídica sencilla puede poseer

que la molécula asociada.

inactivación bajo

con la coenzima, tan similar entre todas

dos subdominios,

la distribución de los elementos

cada uno de estos subdominios

uno de los nucleótidos

dominio de unión

las deshidrogenasas, se pueden distinguir

que se parecen bastante en

de estructura secundaria;

tiene un centro de unión para cada

que componen el HAD+ y el HADP+.

Tanto el peso molecular como la estructura de la

subunidad es otra característica a tener en cuenta entre las

deshidrogenasas . Los pesos moleculares de las deshidroge

nasas varían desde 23000 daltons para dihidrofolato

reductasa de hígado de pollo (Kaufman y Gardiner, 1966) y

(KlungsOyr, 1966), hasta

hígado de vaca

en el rango de

deshidrogenasa de E.coli

para glutamato deshidrogenasa de

La mayoría de estos pesos están

deGeneralmente, las deshidrogenasas están compuestas

más de una cadena polipeptídica como, por ejemplo,

alcohol deshidrogenasa de hígado de caballo que consta

dos cadenas polipeptidicas, la enzima

cuatro cadenas (Hersh, 1962) y las

sas, hasta 40 (Sund, 1963 ; Fahien y

de las deshidrogenasas

pesos moleculares entre

un centro activo se

unión de la coenzima.

más pequeña

drogenasas que contienen dos o

razonable suponer que

debería ser enzimáticamente activa, dado que la cadena

la misma conformación

la

de

de levadura contiene

glutamato deshidrogena-

col., 1965). La mayoría

contienen cadenas polipeptidicas con

¡4000 y , 50000 daltons . En general,

asigna a cada uno de los centros de

Esto plantea la cuestión de . cuál es la

enzimáticamente activa de las deshi-

más cadenas polipeptidicas .

cada cadena polipeptídica

deshidrogenasas después de laLa renaturalización de

condiciones desnaturalizantes se

conseguido con glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glutamato

ha
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deshidrogenase, glicerol fosfato deshidrogenasa, lactato

deshidrogenasa y malato deshidrogenasa (Sund,i968) . En otros

casos, (por ejemplo, lactato deshídrogenasa de corazón

bovino) donde se observa la disociación en subunidades

inactivas, se debe suponer que la estructura tridimensional

especifica, que es esencial para la actividad catalítica, es

estable sólo en el estado asociado. Por otra parte, la

glutamato deshidrogenasa de hígado bovino puede disociarse

en subunidades que todavía son activas pero presentan acti-

vidades especificas diferentes (Sund, 1968). En principio,

también existe la posibilidad de que varias cadenas

participen en un centro activo, de manera que sólo la

molécula asociada puede manifestar actividad enzimática . En

la mayor parte de las deshidrogenasas estudiadas se dedujo

que los centros de unión de la coenzima y los centros

activos podían actuar independientemente unos de otros,

aunque no siempre se cumplía (Sund, 1968) .

2 .2.2 .- Deshidrogenasas halofilicas .

27

Las proteínas y enzimas de halófilos son activas a

concentraciones de sal multimolares, que también necesitan

para mantener su estabilidad (Lanyi, 1974): A bajas

concentraciones salinas, el proceso de inactivación está

acompañado por un cambio de conformación grande y por

disociación de las enzimas en subunidades . En el caso de

malato deshidrogenase de Halobacterium del Mar Muerto, por

ejemplo, la disociación pudo ser anulada y la actividad

recuperada sólo mediante un aumento de la concentración

salina (Mevarech y Heumann, 1977). De la naturaleza de los

cambios estructurales producidos, así como de la exposición

de residuos triptofanilos a un entorno mas polar, y de la
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pérdida de estructura a-hélice, se puede deducir que la
conformación nativa de las deshidrogenasas es más compacta y
más ordenada que la inactiva (Eisenberg y col ., 1977) .
Presumiblemente, a concentraciones salinas bajas, la repul-
sión electrostática entre las cargas negativas de la
superficie de la enzima y/o el área de contacto entre sus
subunidades sea la causa principal de la pérdida de
estructura nativa, llevando a la inactivación (Eisenberg y
col ., 1977). La carga neta elevada que reside en las
deshidrogenasas halofHicas, como resultado del exceso
significativo de residuos de aminoácidos acídicos sobre
básicos, evita la agregación y la precipitación a fuerza
iónica elevada bajo condiciones fisiológicas . Este exceso de
residuos acidicos refleja la composición de residuos de
proteínas citoplasmáticas de los organismos halofílicos
(Reistad, 1970) .

Los valores de Km de una misma enzima de distintas
especies halofilicas son diferentes, y la variación de la
concentración salina produce cambios en los parámetros
cinéticos (Eisenberg y col ., 1977) . Por otro lado, los
valores de estos parámetros varían al cambiar el tipo de sal
(Keradjopoulos y Holldorf, 1979).

Se estudiaron varias cepas de tres tipos de
Halobacterium (Keradjopoulos y Holldorf, 1977) en relación a
la temperatura de crecimiento, encontrándose que ninguna de
las deshidrogenasas crecía por encima de los 50ºC ; en
cambio, se pudo considerar que, prácticamente todas las
deshidrogenasas halofilicas que estaban implicadas en el
metabolismo del nitrógeno presentaron una temperatura máxima
para su actividad catalítica entre 55 y 704C, por lo que son
termofilicas, siendo estos valores mis elevados que la

temperatura máxima requerida para el crecimiento
(Keradjopoulos y Holldorf, 1977) .
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La dificultad de purificación de las deshidrogenasas

halofílicas es otra propiedad característica . La precipi-

tación por disoluciones orgánicas produjo una pérdida de

actividad . Mevarech y col . (1976) y Eisenberg y col. (1977)

desarrollaron un procedimiento de purificación en el que, en

todas las etapas, la concentración salina se mantenía muy

alta para evitar la inactivación de las deshidrogenasas

halofilicas .

En este Departamento de Bioquímica de la Facultad de

Ciencias, además de las dos enzimas glutamato deshidro-

genases objeto de este Trabajo, se están estudiando otras

enzimas : alanina deshidrogenasa (Lucendo, 1986; Sahagún,

1988), malato deshidrogenasa (Cadenas, 1985 ; Cano, 1987) e

isocitrato deshidrogenasa (Jurado, 1985), todas ellas . . de la

especie Halobacterium haiobium (mutante incoloro) .
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2 .3.

	

OLUTAMATO

	

DIESHIDROCIENASAS.

2 .3 .1 .- Función .

Las glutamato deshidrogenasas (EC .1 .4 .1 .2-4) catalizan

la interconversión de 2-oxoglutarato y L-glutamato según la

reacción reversible

2-oxoglutarato + NAD(P)H + BIH4+ + H+

11 L-glutamato + NAD(P)+ + H20

30

La reversibilidad de la desaminación proporciona un

mecanismo enzimático importante para la interconversión de

a-amino y 2-oxo ácidos, acoplada a la formación y fijación

de amonio (Sallach y Fahien, 1969 ; Smith y col ., 1975) .

Debido a la posición central que tanto el glutamato como el

2-oxoglutarato ocupan en el metabolismo, y a la capacidad de

dichos compuestos de formar parte de muchos tipos de vías,

estas enzimas son de vital importancia .

Las glutamato deshidrogenasas proporcionan una ruta

para la incorporación de nitrógeno en compuestos orgánicos y

así, una conexión entre el metabolismo de carbohidratos y el

de aminoácidos (Smith y col., 1975; Botton y Msatef, 1983).

Aunque tal como está escrita la reacción directa es

indudablemente el principal papel de la enzima en muchos

organismos, sobre todo microorganismos (Engel y Dalziel,

1967), la reacción inversa (oxidación de glutamato) es

importante en algunos organismos, en tejidos especializados
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(Smith y col ., 1975; Gore, 1981) y en varias especies de

parásitos (Ling y col., 1986) .

Hay por lo menos tres tipos de glutamato deshídro-

genasas que difieren en la especificidad de coenzima: las

específicas de HAD+, las de PIADP+, y las que pueden funcio

nar con ambas . A partir de ahora, a las dos primeras se les

llamará PIAD-GDH o PIADP-GDH, para abreviar .

Estas enzimas varían, no sólo en su especificidad de

coenzima, sino también en otras propiedades, tales como:

inducción y represión de su síntesis por metabolitos,

regulación de las actividades enzimáticas por di- y

trifosfatos purín nucleósidos (ADP, GDP, ATP, GTP), así como

por otros ligandos, y en sus propiedades moleculares (Smith

y col., 1975). El papel que juegan estas enzimas en procesos

metabólicos puede variar de un organismo a otro (Valle y

col ., 1984) .

2 .3 .2 .- Distr ibución y especificidad de coenzima.

31

Las GDHs están distribuidas ampliamente en hongos,

bacterias, plantas y animales . Mientras que las enzimas de

origen animal utilizan KAD 4' 6 PIADP+ (Frieden, 1963b;

Eisenberg y col., 1976), las procedentes de otras fuentes

son específicas para una de las dos coenzimas ; además, va

aumentando el número, de organismos en los cuales existen dos

enzimas distintas, una . que requiere PIAD+ y otra PIADP+, como

es el caso de varias especies de hongos, entre los que cabe

destacar Fusarium (Sanwal, 1961), Neurospora crassa (Sanwal

y Lata, 1961), Piricularla oryzae (Kato y col., 1962); o en

otras especies como Thiobacillus novellus (LéJohn y McCrea,
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1968), Hydrogenomonas H16 (Krámer, 1970), Saccharomyces

cerevlslae (Roon y Even, 1973), Pseudomonas aeruginosa

(Janssen y col ., 1980), Mitrobacter agilis (Kumar y

Nicholas, 1984), Trypanosoma cruzi (Urbina y Azavache, 1984)

o Halobacter.tum halob .tum (mutante incoloro, objeto de este

Trabajo).

Además de la regulación de la actividad enzimática por

nucleótidos de purina, en Neurospora y levadura, las

concentraciones relativas de NAD-GDH y HADP-GDH parecen ser

importantes en el control metabólico . Por ejemplo, en

Neurospora, se demostró que el amonio reprimía la MAD-GDH e

inducía la HADP-GDH, pero el glutamato tuvo el efecto

opuesto (Sanwal y Lata, 1962) . Resultados similares se

obtuvieron en levadura (Hollenberg y col ., 1970) . Estos y

otros argumentos similares llevaron a la conclusión de que

la enzima NAD-GDH (EC . 1 .4 .1 .3) está implicada

principalmente en la oxidación del glutamato, mientras que

la 'HADP-GDH (EC. 1.4 .1.4) es responsable de su biosíntesis .

32

En el caso de la GDH bovina (Smith y col ., 1975) la

razón de actividad entre la desaminación y la aminación fue

de 1:15, valores similares a los obtenidos para la larva de

insecto (Male y Storey,1982) y para la anémona

A .xantbogrammlca (Male y Storey, 1983), que fue de 1 :10,

sugiriendo una función principal de la enzima en la

biosíntesis del glutamato . Las GDHs que tienen papeles

principales en la oxidación de glutamato presentan razones

de actividad que favorecen mucho la reacción de

desaminación, como el caso de músculo de ala de insecto

(1 :6) (Bursell, 1975) o el músculo de calamar (i :l) (Storey

y col ., 1978) .

El fenómeno de regulación y de economía de energía

sugieren que cuando diferentes enzimas que catalizan la

misma reacción se encuentran dentro del mismo organismo,

tales enzimas deben poseer diferentes funciones . Las
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deshidrogenasas NAD - específicas generan NADH, que entonces

es oxidado mediante la cadena de transporte de electrones

para producir ATP . El NADPH, producido a partir de las

deshidrogenasas NADP - específicas, es utilizado principalmen -

te como la potencia reductora para la biosíntesis (LéJohn y

McCrea, 1968) .

Como se ha dicho anteriormente, las GDHs están distri -

buídas ampliamente . Las procedentes de tejidos animales son

activadas por ADP e inhibidas por GTP; no obstante, existen

diferencias cuantitativas entre estas enzimas de distintos

tejidos (Smith y col ., 1975) .

El primer

propiedades de

realizado por LéJohn (1971), encontrando que algunas

de los superiores eran moduladas por

pero generalmente de forma diferente

por GDHs de fuentes animales .

En general, las enzimas de animales poseen, además de

los centros activos, al menos dos tipos de centros alostéri-

cos . NAD + y los nucleótidos de purina se unen a uno de

ellos, y un segundo centro es específico para los nucleóti-

dos de piridina reducidos (Sallach y Fahien, 1969) . Hay muy

pocas enzimas no animales que posean centros alostéricos. La

NAD-GDH de M .crassa (Sanwal y Lata, 1961) está inhibida por

nucleótidos de purina ; sin embargo, ya que la inhibición es

las coenzimas, parece probable que

de los nucleótidos de purina al

Fahien, 1969) . La adición de ADP

grande en el pH óptimo de la

enzima de calamar (Storey y col., 1978), mientras que sólo

observado pequeños cambios con la GDH de otras

(Goldin y Frieden, 1971) . El porcentaje de

activación de la GDH del músculo de aleta de calamar por ADP

competitiva respecto a

ésta surja de la unión

centro activo (Sallach y

produce un desplazamiento

se han

fuentes

estudio realizado sobre distribución y

glutamato deshidrogenasas en hongos fue

enzimas

nucleótidos purínicos,

a la regulación sufrida
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es más grande que para la enzima de otras fuentes animales

(Bursell, 1975) .

En la Tabla 1 aparecen distintas glutamato deshidroge-

nasas encontradas en algunos organismos . Entre ellas aparece

la de S.typhimurium (Coulton y Kapoor, 1973a,b) y E .coli

(Sakamoto y col., 1975), que poseen únicamente la enzima

biosintética, específica de HADP+, y pueden metabolizar

glutamato para suministro de energía por otras rutas. La

enzima procedente del anaerobio Clostridium SB4 (Winnacker y

Barker, 1970) es específica de FIAD+ ; probablemente es

responsable de la producción de 2-oxoglutarato, compuesto

necesario como sustrato para las reacciones de transa-

minación y para el ciclo del ácido cítrico . Ro se detectó

actividad con NADP+ en este organismo ni en otros, como se

puede apreciar en la Tabla anterior . En mamíferos, las

concentraciones más elevadas de GDH se han encontrado,

generalmente, en hígado . La enzima está, localizada en la

mítocondria y, debido a la facilidad con que se aisla, se

presume que está específicamente en la matriz mitocondrial

(Smith y col., 1975); aunque hay algunos autores que la han

encontrado asociada a fracciones nucleares purificadas (Di

Prisco y Garofano, 1974 ; Camardella y col., 1976) .

Varias especies de Bacillus (Phibbs y Bernlohr, 1971)

carecen de actividad GDH y es probable que la alanina u

otras aminoácido deshidrogenasas de estas especies sean las

responsables de la síntesis de aminoácidos a partir de

amonio e intermediarios metabólicos . Mycoplasma laidlawil

(Yarrison y col., 1972) es una bacteria que posee un genoma

muy pequeño, carece de paredes celulares, y contiene una GDH

que utiliza ambas coenzimas, igual. que ocurre, por ejemplo,

con una bacteria fijadora de nitrógeno . como A .brasilense

(Maulik y Ghosh, 1986) o una anaerobia estricta, B.fragilis

(Yamamoto y col., 1987) .
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Bac. 1 l l us

	

cereus

Baclllus licheniformis

Salmonella typhimurium

Thermophilic bacillus

E. C011

H.halobium y H.cutirubrum

Bacillus megaterium

Candida utilis

Halobacterium Mar Muerto

Proteus inconstans

Pseudomonas AMI

Lactobacillus fermentum

Hyphomicrobium X

Mitrobacter hamburgensi_s

RhodospiriIlum rubrum

B .

	

emers on 1 .i

Clostridium SB4

TABLA i

Distribución de glutamato deshidrogenasas
según su especificidad de coenzlma .

en fuentes no animales

Phibbs

Phibbs

Coulton

Epstein

y

y

y

y

Bernlohr (1971)

Bernlohr (1971)

Kapoor (1973x)

Grossowicz(1975)

Sakamoto y col . (1975)

Keradjopoulos y Holldorf
(1977)

Hémmila y Mántsalá (1978)

Hemmings (1978)

Leicht y col . (1978)

Shimizu y col . (1979)

Bellion y Tan (1984)

Misono y col . (1985)

Duchars y Attwood (1987)

Weining y Nicholas (1987)

Bachofen y Neeracher(1968

LéJohn (1968)

Winnacker y Barker (1970)

ORGANISMO NAD+ NADP+ Referencia

Mi trosomonas europaea Hooper y col . (1967)

Brevibacterlum flavum Shiio y Ozaki (1970)

Aerobacter aerogenes Tempest y col . (1970)
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ORGANISMO (contin .)

	

NAD+ NADP+

	

Referencia

H. sal .tnarium

Mycoplasma laidlawii

B . subtilis PCI 219

P . asaccharolyticus

Azospiri l l um brasl l en se

B. fragills

(mutante incoloro)

Enzimas procedentes de bacterias que son activas con NAD+ y NADP+ :

Keradjopoulos y Holldorf
(1977)

Yarrison y col . (1972)

Kimura y col . (1977)

Hornby y Engel (1984)

Maulik y Ghosh (1986)

Yamamoto y col . (1987)

Clostr .rdium symblosum

Phycomyces

Rice y col . (1985)

van Laere (1988)

Bacillus megaterium - - Phibbs y Bernlohr (1971)

Baclllus mycoides - - Phibbs y Bernlohr (1971)

Bacillus subtilis 168T - - Phibbs y Bernlohr (1971)

Fusarium + + Sanwal (1961)

Neurospora crassa + + Sanwal y Lata (1961)

Thlobaclllus novellus + + LéJohn (1967)
LéJohn y col . (1968)

Hydrogenomonas H16 Krámer (1970)

Saccharomyces cerevi slae Roon y Even (1973)

Clostridium kluyverii Shimizu y col . (1979)

Pseudomonas aeruglnosa Janssen y col . (1980)
Joannou y col . (1988)

Mitrobacter agilis + + Kumar y Nicholas (1984)

Halobacterium haloblum + + (este Trabajo)
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De todas las GDHs encontradas de fuentes no animales,

únicamente las bacterianas de T .novellus (LéJohn, 1967 ;

LéJohn y McCrea, 1968; LéJohn y col., 1968), b'hodospirillum
rubrum (Bachofen y Heeracher, 1968), y Halobacterium
halobium (objeto de este Trabajo), y también la de la espora

Fhycomyces (van Laere, 1988), son afectadas por nucleótidos

purínicos, pero de una manera distinta a como son reguladas

las enzimas de animales, como ya se ha citado. Además, las

GDHs bacterianas generalmente presentan una Km muy alta para

el amonio (>1MM) (Tyler, 1978) y no pueden funcionar

eficazmente cuando éste está presente a una concentración

limitante del crecimiento, como por ejemplo, durante la

fijación de H2 por una bacteria . En tales situaciones, la

glutamina sintetasa y la glutamato sintasa juegan un papel

crítico en la asimilación de amonio, como ocurre en

A .brasilense (Maulik y Ghosh, 1986).

Dentro del grupo de las arqueobacterias, y concreta-

mente de los metanógenos, en cepas de Methanosarcina sp. no

se ha podido demostrar la presencia de HAD(P)-GDH (Jones y

col ., 1987) ; en cambio, se ha detectado la existencia de

glutamato deshidrogenasa y alanina deshidrogenasa en

halobacterías . La estructura cuaternaria de la GDH

halóbacteriana sugiere una relación específica con la enzima

de origen vegetal (Jones y col ., 1987) .

2 .3 .3.- Centro de la

Cross

coenzima en

amida de la

di¡osfato .

coenzima .

37

y Fisher (1970) dividieron el centro activo de la

dos subcentros, uno específico para la porción

nicotinamida y el otro para la mitad adenosina

Los análogos del HAD+ : 3-acetilpiridina y
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piridin-3-aldehido, son utilizados por GDH bovina con mayor

el NAD' propiamente (Cross y Fisher, 1970) .

atribuido al hecho de

es incapaz de unirse en

así, ya que la disociación de coenzimas

la etapa limitante de

glutamato, la velocidad

modificada .

eficacia que

Esto se ha

acetilpiridina

coenzimas, y vieron

similares

la velocidad en

se ve aumentada

El mononucleótido de nicotinamida no es

para la GDH bovina (Pf leiderer y col., 1963) ;

la sustitución de la parte de adenina de

hipoxantina, citidina o nicotinamida

funciona como coenzima, aunque

eficacia del 91, 53 y 3 i (relativa

NAD'4*), respectivamente . Estos datos, que

carencia de especificidad en

muestran que aunque la mitad

alterarse de varias formas,

modo para que el análogo funcione

y col ., 1963) .

que el análogo 3-

el subcentro amida;

reducidas puede ser

la oxidación del

con la coenzima

un cofactor

sin embargo,

las coenzimas por

produce un derivado que

con una disminución de

a la actividad con

dan una idea de la

el centro adenosina difosfato,

adenosina de la coenzima puede

debe estar presente de algún

como cofactor (Pfleiderer

Alex y Bell (1980) por un lado, y Male y Storey (1982)

por otro, demostraron que los compuestos de tionicotinamida

eran buenos análogos de NADP+ y NAD+, y por tanto, buenos

sustratos de GDH bovina . Ambos compuestos eran inhibidores

competitivos de las coenzimas respectivas y presentaban

cooperatividad negativa con NADP+ 6 NAD+ como sustrato va-

riable, comportándose del mismo modo respecto a los cambios

conformacionales que ocurrían con las coenzimas naturales .

Hornby y Engel (1984) ensayaron con otros análogos de

que aunque KAD 4' y desamino-HADO' eran muy

cinéticamente para la GDH de P.asaccharolyticus,

el compuesto acetilpiridin-adenina dinuclebtido es bastante

diferente . Podría haber una relación interesante entre la

enzima bovina y la de P.asaccharolytlcus en la reacción de

desaminación ya que comparten muchas similitudes respecto a
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la unión de aminoácidos, pero presentan afinidades
diferentes para la coenzima oxidada (Hornby y Engel, 1984).

Gore y Greenwood (1972) indicaron que la NADP-GDH de
Neurospora utiliza ambos análogos de NADP', el 3-acetil-
piridina

	

y

	

desamino-NADP+ .

	

En

	

ambos

	

casos, , la

	

Vmáx	es . mucho
más baja que con NADP+

	

y,

	

además, el análogo desamino se - une
menos efectivamente. La NADP-GDH de Neurospora se inactiva
rápidamente cuando reacciona con tetranitrometanol (Blumen-
thal y Smith, 1975) . La inactivación se evita completamente

en presencia de coenzima (NADP+) o NMN (mononucleótido de
nicotinamida), pero no por sustrato, NADH ó 2'-monofos-

foadenosina-5 1 -difosforibosa . Se considera que tanto el NMN

como el 2 1- monofosfoadenosina-5 1 -difosforibosa actúan como

inhibidores competitivos de NADP+ en la oxidación del

glutamato .

tivos.

2 .3 .4 .- Centro para sustratos.Inhibidores competi-

Los experimentos realizados por Caughey y col. (1957)

para mapear el centro activo de la GDH bovina establecieron

que ciertos ácidos dicarboxílicos, tales como glutarato 0

isoftalato y un grupo de m-halobenzoatos, eran inhibidores

competitivos potentes. Un aspecto común de estos compuestos

es la presencia de dos grupos carboxilatos o uno y un

elemento altamente electronegativo (1?ogers y col., 1972). El

exámen de los modelos tridimensionales mostró que en el caso

de los inhibidores cíclicos más efectivos, los dos

sustituyentes (que atraen electrones) están separados, apro-

ximadamente, por 7 .5 s, y que la cadena de dicarboxilatos

puede lograr una conformación similar. El isoftalato, un

inhibidor competitivo extremadamente potente (Ki =5.6x10-4 M)

para la GDH bovina, mantiene rígidamente los dos grupos
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carboxilos a un espaciado de 7 .5 A, explicándose así su
eficacia de unión . Por tanto, se postuló que el centro de
unión del sustrato debe contener dos grupos cargados
positivamente con dicho espaciado (Caughey y col., 1957) .

Se ha ensayado la actividad de la enzima de varias
fuentes (Tomkins y col., 1961 ; Sanwal y Lata, 1961) utili-

zando aminoácidos monocarboxílicos como sustratos en lugar

de L - glutamato, y otros a-cetoácidos en lugar de 2-oxoglu-

tarato. Sin embargo, sólo la enzima de hígado bovino ha

demostrado interaccionar con otros aminoácidos distintos de

glutamato (Prough y col ., 1972).

La utilización de L - a-amino-y-nitraminobut¡rato y

L-treo-y-metilglutamato en lugar del sustrato normal de

GDH bovina en la desaminación oxidativa por Hornby y col.

(1985) representa un estudio similar al de Engel y Dalziel

(1969) con norvalina . Sin embargo, los análogos utilizados

por Hornby y col. comparten más características que los ami-

noácidos monocarboxílicos incluyendo norvalina (Struck y

Sizer, 1960) . Todos son utilizados por GDH a una velocidad

más baja que el sistema glutamato-2-oxoglutarato . Además,

las reacciones que utilizan sustratos monocarboxilatos

presentan un pH óptimo 1-1,5 unidades más elevado que el

observado para la desaminación del L-glutamato, y los

valores de Km son mucho más elevados . Sin embargo, los

valores de Vm áx para estos sustratos son tan altos como los

de L-glutamato, medidos ambos a su pH óptimo respectivo

(Fisher, 1985) .

Los aminoácidos como sustratos alternativos ensayados

para DIADP-GDH de N.crassa (Sanwal y Lata, 1961) mostraron

ser inefectivos como sustratos . D-glutamato es un fuerte

inhibidor competitivo tanto de la enzima de hígado bovino

como de Neurospora (Jallon e Iwatsubo, 1973 ; Gore y

Greenwood, 1975) .
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Como en el caso de muchas enzimas que pueden utilizar o

el grupo amida de la glutamina o el amonio, Blumenthal y

Smith (1975) han encontrado que la glutamina puede servir

como dador de nitrógeno tanto para GDH bovina como para

NADP-GDH de Neurospora a una velocidad z 40% del amonio .

Sólo en el caso de la NADP-GDH de Neurospora, la asparagina

puede donar su grupo amida z al 10% de la velocidad del

amonio. La velocidad óptima para la utilización de amidas es

a pH 8 .4, mientras que para el amonio se sitúa entre 7 .6 y

7 .8 . El ADP aumenta la velocidad de la aminación reductiva

con glutamina aproximadamente tres veces con GDH bovina, un

efecto similar al que se encontró con amonio . La NAD-GDH de

Neurospora no utiliza glutamina o asparagina como donador de

nitrógeno .

La GDH de A.xanihogrammlca (hale y Storey, 1983) mostró

gran capacidad para utilizar L-glutamina en vez de amonio en

la aminación de 2-oxoglutarato . La actividad de GDH unida a

glutamina puede tener un significado fisiológico como

alternativa para la incorporación de amonio en los aminoáci-

dos (hale y Storey, 1983).

2 .3 .5 .- Propiedades moleculares .

2 .3 .5 .1 .- Agregación .

4 1

Se ha demostrado que la polimerización de las GDHs

procedentes de hígado bovino o porcino tiene lugar a

concentraciones de proteína superiores a 0 .1mg/ml (Smith y

col ., 1975 ; Fisher, 1985) . La reacción de polimerización

está afectada por numerosos ligandos, los cuales influyen

también

	

en

	

1 a

	

velocidad

	

de

	

1a

	

reacción

	

catalítica .

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



Sustancias tales como GTP (Wolff,, 1962 ; Frieden y Colman,

1967), tiroxina (Wolff, 1962) y dietilestilbestrol (Tomkins

y col ., 1961, 1962) que inhiben la GDH, favorecen la

disgregación en presencia de la forma reducida de la
coenzima (Frieden y Colman, 1967 ; Huang y Frieden, 1972), es

decir, producen disociación de la enzima al monómero . Por

otro lado, el ADP, que aumenta la actividad enzimática,

favorece la agregación en presencia de NADH (Frieden, 1959 ;

Frieden y Colman, 1967 ; 1?ailey y col., 1982). Se sabe que

las GDHs de diferentes fuentes animales muestran grandes

diferencias en su capacidad para polimerizar (Kubo y col .,

1959 ; Frieden, 1962; Dessen y Pantaloni, 1969). En cambio,

sólo se han detectado polimerizaciones de fuentes no

animales en la NADP-GDH de Mitrobacter agilis (Kumar y

Hicholas, 1984), dando así una explicación a la aparición de

dos bandas electroforéticas principales y una más pequeña en

las preparaciones purificadas, en comparación con la banda

sencilla obtenida de los extractos crudos . Todos estos

estudios proporcionaron mucha ayuda a la hora de determinar

la estructura cuaternaria de una proteína . Sin embargo, en

vista del hecho de que la GDH procedente de rata (cinética y

estructuralmente similar a la enzima bovina) no es capaz de

polimerizar, parece poco probable que el fenómeno de

polimerización desempeñe un papel fisiológico importante

(Smith y col ., 1975) .

Por debajo de O .img/ml, la GDH de hígado bovino está

predominantemente en una forma de peso molecular 330000

daltons que contiene seis cadenas polipeptídicas idénticas

(subunidades) . Muchas de las evidencias sugieren que esta

forma, llamada oligómero a hexámero, es la unidad más

pequeña enzimáticamente activa (Smith y col ., 1975 ;

Eisenberg y col ., 1976), y se puede considerar que hay un

equilibrio reversible de asociación - disociación entre

hexámeros y oligómeros superiores (Mazzini y Favilla, 1987).
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2 .3 .5 .2 .- Estructura del oligómero. Peso mo lecular .

A partir de los siguientes resultados se ha demostrado

que la enzima bovina está compuesta de cadenas

polipeptidicas idénticas que no están unidas covalentemente :

Alanina es el único aminoácido NH2-terminal y treonina

el único COOH-terminal de la enzima (Jirgensons, 1961).

El peso molecular de la subunidad fue de 55390 daltons,

calculado a partir de la secuencia (Moon y Smith, 1973), que

está de acuerdo con el obtenido por equilibrio de

sedimentación (Cassman y Schachman, 1971; Landon y col.,

1971) .

La GDH de hígado de pollo tiene tres residuos

adicionales en su cadena polipeptídica (Moon y col ., 1973),

mientras que la NADP-GDH de Neurospora crassa posee 50

residuos menos que la enzima bovina . La cadena de la NADP-

GDH de Neurospora parece similar en tamaño a la de las

enzimas dependientes de NADP+ procedentes de levadura de

panadero y E .coli, a la de Mycoplasma laldlawli que posee

especificidad doble y posiblemente también a la de hígado de

rata (Smith y col., 1975) .

La NADP-GDH de Halobacterium del Mar

col ., 1978) tiene un peso molecular de

calculado mediante experimentos

sedimentación. La subunidad presentó

53500 daltons, mediante electroforesis

mida; por lo tanto, esta enzima parece estar compuesta

subunidades de idéntico tamaño. Aunque

conducir a resultados erróneos

halofilicas (Werber

es sólo del 97,

resultados . Leicht

respecto a la estequiometria de las subunidades, la GDH

Muerto (Leicht y

213000 daltons,

de equilibrio de

un peso molecular de

en gel de poliacrila-

de 4

puede

proteínas

caso el error

válidos dichos

al menos con

este método

cuando se trata de

y Mevarech, 1978), en este

por lo que se consideran

y col . consideraron que,
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halofílica se parece más estrechamente a las enzimas

análogas de plantas que a las de procarióticos .

La mayoría de las GDHs tienen un tamaño alrededor de

300000 daltons, pero hay algunas excepciones, como pueden

ser ambas enzimas de T.novellus (LéJohn y col., 1968), que

tienen pesos oligoméricos alrededor de 120000 daltons,

demostrados mediante estudios de sedimentación . Sin embargo,

la 1,IAD-GDH de M.crassa (Veronese y col., ¡974) ha demostrado

ser bastante anómala, con una estructura tetramérica y un

peso molecular oligomérico de 480000 daltons por análisis de

equilibrio de sedimentación . Este peso molecular también lo

poseen las NAD-GDHs de Candida utilis (Hemmings, 1980) y

Saccharomyces (Uno y col., 1984) . La menor que se ha

encontrado hasta la fecha es la NAD-GDH de Phycomyces (van

Laere, 1988), con un peso molecular de 98000 daltons .

2 .3 .5 .3 .- Estabilidad,

en subunidades .

Muchas GDHs animales son más estables en tampones que

contienen un anión polivalente, tales como fosfato, que en

aquellos que contienen un catión monovalente como Tris

(Frieden, 1963b; Fisher, 1985) . La pérdida de actividad en

Tris está acompañada por un cambio conformacional

considerable . La desnaturalización se evita por HaCI

(Bitensky y col ., 1965), sugiriendo que las fuerzas

electrostáticas ayudan a retener la integridad de la

molécula de proteína .

Las coenzimas

la desnaturalización .

desnaturalización y disociación

reducidas muestran efectos bifásicos en

Por debajo de 0 .0¡mM, NADH y HADPH
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aumentan la velocidad de inactivación, mientras que a

concentraciones más altas, la proteína se estabiliza

(Frieden, 1959, 1963a) . En presencia de NADH, dietiles-

tilbestrol, iones zinc o GTP aumentan la velocidad de

desnaturalización (Bitensky y col ., 1965 ; Smith y Bell,

1985), mientras que el ADP protege a la enzima en

condiciones más suaves de inactivación (Frieden, 1963a ;

Smith y Bell, 1985). El óxido de deuterio es útil para

investigar las fuerzas que estabilizan la asociación de las

subunidades (Henderson y col ., 1970) . El D20 produjo

disociación de las fuerzas poliméricas de GDH y a concen-

traciones elevadas del óxido se formaron polímeros más

grandes . Cross y Fisher (1966) encontraron que ningún

residuo de fenilalanina, triptófano o tirosina están

expuestos al disolvente cuando la forma polimérica se

disocia a formas monoméricas, pero están expuestas durante

la disociación del monómero a la subunidad .

En tampón fosfato 0.2M (pH 7.6), la GDH bovina es

estable durante una hora a 412C, pero pierde actividad

rápida e irreversiblemente a 50ºC (Olson y Anfinsen,1953), a

menos que se añada sulfato sódico al tampón (Kubo y col .,

1959). Las GDHs de microorganismos varían mucho en cuanto a

su estabilidad . La NADP-GDH de Neurospora crassa (Ashby y

col ., 1974), con el pH experimenta un cambio conformacional

reversible. Mientras que esta enzima mantiene su actividad

durante varios días a 50S?C y pH 7 .2 (Barratt y Strickland,

1963), la NAD-GDH se inactiva rápidamente a temperaturas

elevadas y bajas fuerzas iónicas, pero es más estable en

presencia de FIAD-1 y el inhibidor competitivo isoftalato

(Veronese y col., 1974) . Las FIAD-GDHs de hongos inferiores

también son inestables (LéJohn y Stevenson, 1970), pero las

aisladas de Clostrid.ium SB4 (Winnacker y Barker, 1970) y

Peptococcus aerogenes (Johnson y WestlaRe, 1972) se

mantienen hasta alrededor de 504C, y también las enzimas

NADP-dependientes de Salmonella (Coulton y Kapoor, 1973a) y
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E .col .t (Veronese y col., 1975). Esta última se desnaturaliza

a 65ºC, y los sustratos HADP+ 6 2-oxoglutarato no

efecto protector frente a la

La HADP-GDH de Halobacterium
estable a

concentración de HaCI es

L.fermentum (Misono

a esta temperatura

un rango de pHs entre

6.0 y 8 .0 . Estas dos últimas enzimas citadas son de las

termoestables que se han visto hasta la fecha .

ningún

enzima.

y col ., 1978) se mantiene

varias horas, cuando la

(4.3M). La HADP-GDH procedente de

col., 1985) es estable hasta 70OC, y

mantiene invariable durante 10 min. en

contrario, la disgregación

tienen

desnaturalización de la

del Mar Muerto (Leicht

654C, al menos durante

elevada

y

se

La disociación de GDH bovina en subunidades está

siempre acompañada por una pérdida de actividad, y algunas

veces de desplegamiento de las cadenas polipeptidicas .

Cuando el pH se eleva de 10 a 12 o se disminuye de 5 a 2, la

disociación está acompañada por cambios en el espectro

ultravioleta, los cuales son característicos de la

perturbación de los tirosilos cromóforos (Fisher y col .,

1962a,b) . Una interpretación de estos resultados es que

algunas de las fuerzas que mantienen unidas las subunidades

implican enlaces de hidrógeno entre grupos -OH fenólicos y

-000H de cadenas laterales (Fisher y col., 1962a,b) . Por el

de formas polimerizadas de la

proteína al hexámero activo no está acompañada por ningún

cambio espectral (Cross y Fisher, 1966).

bovina (Bell

concentración

cooperativa,

y

	

col .,

	

1959) . ,

	

En

	

cambio,

	

las

	

HADP-GDHs

	

de

(Coulton y Kapoor, 1973a) y E .coli (Veronese y

son más resistentes a estos agentes desnaturalizantes .

más
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El clorhidrato de guanidina a 2M disocia a la enzima

y Bell, 1984; Inoue y col ., 1984) . Cuando la

de urea aumenta hasta 4M ocurre una transición

produciendo la disociación en subunidades (Kubo

Salmonella
col., 1975)

En el caso de HADP-GDH de Halobacterium del Mar Muerto

(Leicht y col ., 1978) se observó un desplazamiento al rojo
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del máximo de emisión de fluorescencia cuando se disminuyó

la concentración salina, lo que significó una exposición de

resíduos triptófano de la enzima a un entorno más polar que

los de la enzima nativa .

2.3 .5 .4 .- Composición de aminoáci dos_ y centro activo.

Las composiciones de aminoácidos de varias GDHs son

relevantemente similares, y distintas de las composiciones

de la mayor parte de otras deshidrogenasas; por ejemplo, la

relación arginina/lisina en GDHs es relativamente alta

(Smith y col ., 1975; Julliard y Smith, 1979).

Para GDH bovina se ha calculado que el 581 de los

resíduos tirosilo, 221 de triptofanilo y 751 de fenílalanina

están ocultos en el interior de las moléculas y son

inaccesibles a compuestos pequeños tales como glucosa y D20

(Cross y Fisher, 1966) . De los 36 tioles del oligómero, 26

reaccionan fácilmente con iones plata, mientras que los 10

restantes reaccionan a una velocidad muy lenta (8ogers,

1972). La unión del HADH aumenta la disponibilidad de los 10

tioles últimos .

Triptófano

Appella y Tomkins (1966) detectaron 4 resíduos de

triptófano por subunidad en la enzima de higado bovino

mediante un análisis espectral y valoración con

N-bromosuccinimida; en cambio, se obtuvo un valor de 3 .4

mediante valoración colorimétrica con p-dimetil-aminobenzal-

dehido (Landon y col ., 1971), mientras que se localizaron

3 resíduos de triptófano durante la determinación de la

secuencia (Smith y col., 1970) .
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Arginina

48

Se utilizó 1,2-ciclohexanodiona y butano-2,3 -diona para

modificar residuos de arginina en GDH de hígado bovino

(Blumenthal y Smith, 1975), Neurospora (Blumenthal y Smith,

1975; Austen y Smith, 1976) y Bacillus megaterium (Hémmila y

Mántsalá, 1978), y la extensión de la modificación varió con

el tipo de enzima. La BIADP-GDH de Neurospora se inactivó

completamente después de la reacción de dos residuos de

arginina con 1,2-ciclohexanodiona (Blumenthal y Smith, 1975 ;

Austen y Smith, 1976). La reacción de este compuesto con un

sólo residuo de arginina aumentó la Km para la coenzima

alrededor de dos veces, pero cambió, muy poco la K m para el

glutamato. Al cabo de 60 minutos de reacción la actividad

enzimática se perdió completamente con la modificación de un

total de dos residuos de arginina por subunidad . La reacción

de GDH bovina con 1,2-ciclohexanodiona produjo una pérdida

rápida del 451 de la actividad enzimática, aproximadamente,

y la modificación de alrededor de 1 .5 residuos de arginina

por subunidad . Un tratamiento más prolongado dió como

resultado la reacción de cuatro residuos adicionales de

arginina por subunidad, pero sin efecto posterior en la

actividad residual, y la Km para la coenzima aumentó

alrededor de 1 .5 veces . Austen y Smith (1976) obtuvieron el

péptido modificado a partir de la enzima de Neurospora y
demostraron que era un residuo del centro activo . El

mononucleótido de nicotinamida, un inhibidor competitivo

para la enzima nativa de Neurospora, no inhibió a la GDH con

un residuo de arginina modificado . Este descubrimiento

confirmó que la arginina modificada está en (o cerca de) el

centro de unión de la enzima para nicotinamida .

Aunque

	

la

	

enzima

	

de

	

Neurospora

	

no

	

se

	

protegió

	

de

	

la

modificación por 1,2-ciclohexanodiona por la presencia de

coenzima o sustrato, la enzima de bovino fue parcialmente

protegida por NADO' 6 NADP'~ (Austen y Smith, 1976). En la

enzima de Bacillus, el NADPH protegió completamente de la
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modificación, aunque el HADH no. Debido a esto, Hcmmila y
Mántsalá (1978) concluyeron que el grupo guanidinio de la
arginina interacciona sólo con el grupo fosfato de NADPH
cargado negativamente . Sin embargo, se ha encontrado que las

enzimas unidas a NADPH son muy especificas para su coenzima

y el grupo fosfato es muy necesario para cualquier unión.

Cisteina

No se han detectado puentes disulfuro en glutamato

deshidrogenasas . La estimación del contenido de grupos

tioles en la enzima

valoración con DTNB en

col., 1965). Las secuencias completas

la de pollo dieron 6 residuos de

1970) y 7 residuos (Moon y Smith, 1973), respectivamente . Se

podría decir que las GDHs de hígado

casi idénticas en varias propiedades,

aminoácidos que difieren sólo en 30

1973) y que incluyen los 3 residuos

terminal de la GDH de

homóloga a la enzima

Veronese y col . (1975)

entre la NADP-enzima de E.coli y las procedentes de

como Neurospora . Blumenthal y Smith (1973) acetilaron todos

los grupos tioles de la HADP-GDH de Neurospora sin efecto en

la actividad . En HAD-GDH de la misma fuente, Degani y col.

(1974) modificaron un grupo -SH por subunidad .

Histidina

bovina dió un valor de 6 .0 por

hidrocloruro de guanidina , (BitensRy y

de la enzima bovina y

cisteina (Smith y col .,

bovino y de pollo son

con las secuencias de

residuos (Moon y col.,

adicionales en el AIH2

pollo. La BIADP-GDH de Neurospora es

de vertebrados (Austen y col ., 1977) .

encontraron homologia en este sentido

hongos,

Hucho y col . (1973) y otros investigadores utilizaron

la fotooxidación (con píridoxal-5'-fosfato 6 Rosa de Bengala

como fotosensibilizadores) 6 modificación por dietilpirocar

bonato para probar el papel de la histidina en la enzima de

hígado bovino. Observaron que la destrucción de un residuo

sencillo de histidina por subunidad daba un 30Y de
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inactivación, una pérdida por parte de las proteínas de su

capacidad para polimerizar y la anulación del efecto GTP .

Gore y col. (1980) encontraron que la HADP-GDH de

N.cras sa se inactiva completamente con dietilpirocarbonato .

La modificación de un residuo de histidina por subunidad

proporciona la estabilización de la proteína en una

conformación inactiva, pero activable reversiblemente .

Lisina

Como muchas deshidrogenasas dependientes de

nicotinamida, las GDHs contienen un residuo de lisina

reactivo dentro de una secuencia primaria de aminoácidos

hidrofóbicos . En la enzima de Neurospora, bovino y Bacillus,

el NADPH y 2-oxoglutarato más HADPH protegen esta lisina de

la reacción con piridoxal-5'-fosfato . Además de este residuo

de lisina hay una segunda lisina reactiva que reacciona con

glioxal, un inhibidor competitivo de la unión de 2-oxoglu-

tarato . Esta segunda lisina se ha conservado en todas las

deshidrogenasas secuenciadas (Gore, 1981) .

Tirosina

Fisher (1973) fue capaz de identificar un residuo de

tirosina en la enzima de hígado bovino, detectado porque el

espectro

	

aparece

	

desplazado

	

al

	

azul

	

cuando

	

las

	

coenzim as

	

se

unen para formar un complejo binario . La nitración de la

enzima con tetranitrometano produce la modificación de

residuos de tirosina y, por tanto, una pérdida de actividad

enzimática. En la NADP-GDH de Neurospora, la nitración de un

residuo sencillo conduce a la pérdida de actividad, y

estudios de protección han apuntado que este residuo está

implicado en la unión de la parte de nicotinamida de HADP+ .
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2 .3 .6 .- Mecani smo quím ico de reacción.

Probablemente, la reacción global catalizada por

enzimas proceda a través de varias etapas intermedias :

L-glutamato + AAD(P)+

a-iminoglutarato + H20

estas

a-iminoglutarato + HAD(P)H

2-oxoglutarato + NH3

Hochreiter y col. (1972) propusieron que el a-iminoglu-
tarato era un intermediario en la reacción de glutamato
deshidrogenasa . La incubación de la enzima con 2-oxoglu
tarato y amonio, en ausencia de NAD(P)H, condujo a la

formación de L-iminoglutarato, el cual fue atrapado por

reducción con borohidruro sódico o ditionito sódico para dar

L-glutamato. La misma incubación con la exclusión de la

enzima dió una mezcla de las formas D y L del glutamato,

indicando que se necesitaba la presencia de dicha enzima

para que hubiera estereoespecificidad . Los inhibidores

competitivos del sustrato 2-oxoglutarato, tales como

glutarato, hidroxiglutarato, D-glutamato y L-glutamato

disminuyeron la cantidad de a-iminoglutarato unido en la

misma extensión con que ellos inhibían la reacción

catalítica normal con HAD(P)H. Estos resultados sugirieron

que se formaba una base de Schiff entre el amonio y el 2-

oxoglutarato en el centro activo de la enzima. Es posible

que el complejo E-HAD(P)H-iminoglutarato sea responsable del

desplazamiento al azul del espectro

2-oxoglutarato observado por Fisher y col. (1987) .

del complejo E-HAD(P)H-

Los estudios de modificación de aminoácidos han

demostrado que GDH bovina tiene dos lisinas muy reactivas,

que son los resíduos 126 (PiszRiewicz y col ., 1970) y 27

(Rasched y col., 1974), siendo interesante considerar el

posible papel del grupo amino esencial de las lisinas en un
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esquema de reacción que implica al a-iminoglutarato (Fig .3) .

están implicadas de alguna manera

la unión del sustrato . Sin embargo, ya

está en el rango de

de ellas represente

catiónicos requeridos para la unión

estaría, aproximadamente, un 50f no

para la reducción del 2-oxoglutarato y casi completamente

desprotonada al pH óptimo para la

(Smith y col ., 1975) .

sugerido que el grupo

unión iónica con un

mente, mejor que una

neutro de la enzima.

Ambas lisinas

especificada en

el pK aparente

que cualquiera

Una hipótesis

con 2-oxoglutarato

formar una base

(Smith y col .,

eliminación de una molécula de

un intermediario tal como una

iminoglutarato unido, el cual

por el NAD(P)H para producir

reacción etapas distintas para

reducción,

hidrólisis de la

catalizada por un

amino, generaría

supuesto, este mecanismo

cuenta que el

no

que

7 .6-8.0, es poco probable

uno de los dos grupos

del carboxilato, ya que

protonada al pH óptimo

oxidación del glutamato

y Fisher (1986) han

una

Srinivasan

carboxilato del sustrato forma

grupo de la enzima cargado positiva-

unión de hidrógeno con un grupo ácido

atractiva implicaría la condensación

e-amino descargado para

centro activo de la enzima

y col ., 1988), con la

El ataque del amonio en

de Schiff produciría L-

ser reducido

así la

y la

más

del grupo

de Schiff en el

1975 ; Srinivasan

agua.

base

podría entonces

L-glutamato, implicando

la deshidratación

En la reacción inversa, la etapa inicial sería la

ión hidruro del glutamato, presumiblementeeliminación del

mediado por una base de la enzima,

coenzima para formar iminoglutamato,

de este intermediario con el

para producir la base de Schiff

base de Schiff,

grupo protonado tal

entonces 2-oxoglutarato (Fig . 3) . Por

hipotético está basado teniendo en

a-iminoglutarato es realmente un intermediario

y la transferencia a la

seguido por la reacción

grupo e-amino de Lys-126

con pérdida de amonio . La

la cual puede estar

como un grupo e-
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Figura 3 : Esquema propuesto para el mecanismo químico seguido por la
GDH en la conversión de 2-oxoglutarato y amonio a L-glutama
to por la enzima glutamato deshidrogenara (Gore, 1981, adap-
tado de Rife y Cleland, 1980a) .
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de la reacción . Se

intermediarios en

aminoácido

1971) .

ha demostrado que los ácidos a-¡mino son

las reacciones catalizadas por L- y D-

oxidasas que contienen flavina (Hafner y Wellner,

Más recientemente, Rife y Cleland (1980b) han utilizado

mecanismo de la reacción y han

un intermediario carbinolamina

directo por amonio a 2-oxo-

este esquema propuesto por Rife y

grupo hidroxilo de la carbinolamina

lisinas catalíticas (126 6 27). La

a-iminoglutarato que es reducido por

estudios de pH para probar el

implicado la participación de

formado mediante un ataque

glutarato (Fig. 3) . En

Cleland, el protón del

viene de una de las

eliminación de agua da

1"IAD(P)H a L-glutamato.

Tanto la Lys-126 como la 27 se

las GDHs que utilizan NADP+, cuya

conoce (Smith y col ., 1975), y en

específicos no se han asignado definitivamente

activo de la enzima mediante los

(Rife y Cleland, 1980b) .

han conservado en todas

estructura primaria se

cambio, otros residuos

al centro

estudios de modificación
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2 .4 . MECANISMOS CINÉTICOS .

Uno de los problemas fundamentales de la Enzimología es

la elucidación del mecanismo cinético por el cual actúan las

enzimas . Los estudios de las reacciones catalizadas por

enzimas comenzaron a realizarse a finales del siglo XIX .

Toda reacción catalizada por una enzima ocurre a través de

la formación de un complejo activo formado entre el sustrato

y la enzima (Dixon y Webb, 1979b).

Los mecanismos cinéticos se pueden clasificar en dos

grupos principales :

a) mecanismos secuenciales: en los cuales todos los

sustratos deben combinarse con la enzima antes de que la

reacción pueda tener lugar y los productos sean liberados .

b) mecanismos ping-pong: donde uno o más productos son

liberados antes de que todos los sustratos se hayan unido a

la enzima .

En los mecanismos ping-pong la enzima oscila entre dos

o más formas estables, mientras que en los secuenciales sólo

hay una forma estable de la enzima (enzima libre)

(Cleland,1970) . Los mecanismos secuenciales se denominan :

ordenados si los sustratos se combinan y se liberan de la

enzima en un orden obligado, o al azar si existen vías

alternativas y el orden de combinación o liberación no es

obligado.

55

El término equilibrio rápido se aplica a mecanismos al

azar o a mecanismos ordenados en los cuales ciertas etapas

implican la formación de complejos ES que tienen constantes

de velocidad unimoleculares para la disociación mucho

mayores que la velocidad máxima global, de manera que en
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estado estacionario estas etapas están

equilibrio termodinámico (Cieland,1970) .

A continuación se exponen diferentes tipos de estudios

cinéticos que se pueden realizar para la

mecanismo cinético que sigue un enzima .

2.4 .1 .- Estudios de

patrones de

concentración de

otro sustrato y
mecanismos SECUEHCIALES
ecuación de velocidad de

v

= cte son hipórbolas y

velocidad inicial .

En sistemas bireactantes una determinación de

velocidad Inicial implica la

un sustrato a diferentes

en ausencia de productos. La
con dos sustratos
la forma:

= VAB / (KiaKb + KaB + KbA + AB) (i)

velocidad inicial, A y B son las concentra-

sustratos y V y K's son constantes . Las

de v versus [A] a [B] = cte, o de v versus
no dan mucha información,

representación de i/v versus i/[A] o 1/[B] bajo

recta, y si se realizan las

varios niveles de B, o
que intersectan
corte tiene una
es el sustrato

variable) y una coorde-

patrón se

> Ka, por
Ka.

donde v es la

ciones de los

representaciones
[B] a [A]
pero una
estas condiciones es una linea

representaciones recíprocas a

viceversa, se obtiene un conjunto de rectas

a la izquierda del eje vertical. El punto de

coordenada horizontal de -i/(Kia ) cuando A

variable (y -Ka/(KiaKb) cuando B es

nada vertical i/V[i-(Ka)/(Kia)] . Es obvio que el

cortará por encima del eje horizontal cuando Kia
debajo cuando Kia < Ka, y en el eje cuando KIa =

esencialmente en

determinación del

los
variación de la
niveles fijos del

mayoría de los

muestran una
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Los mecanismos birreactantes PING - PONG producen una

ecuación de velocidad similar a la ecuación (1), salvo que

no existe el término constante (Kia Kb) en el denominador. El

resultado es que el patrón de la representación recíproca es

paralelo .

Mientras que un patrón intersectante definitivamente

intersecta, siempre existe una duda de si un patrón paralelo
es verdaderamente paralelo o muy ligeramente intersectante

(Ki a«K a ) . Por tanto, se debe ser cauteloso en la interpre-
tación de un patrón paralelo como un mecanismo PING-PONG en
ausencia de otros datos que lo corroboren. Otro patrón de

velocidad inicial es el llamado ORDENADO DE EQUILIBRIO

RAPIDO, que es el resultado de la adición de dos sustratos,

siendo la adición del primer sustrato en equilibrio

termodinámico . Cuando se represente i/v versus 1/B (siendo B

el segundo sustrato), el patrón se corta en el eje vertical
en lugar de a la izquierda del eje .

Cleland (1970) formuló las siguientes reglas para la

predicción de los patrones de velocidad inicial :

- Las pendientes de las representaciones reciprocas

serán afectadas por el sustrato fijo cambiante si los puntos

de combinación de él y del sustrato variable en la secuencia

de reacción están conectados por etapas reversibles . Se

consideran etapas irreversibles la saturación con sustratos

o la eliminación de productos no presentes inicialmente . Si

no existe conexión reversible, no se observa un efecto en la

pendiente .

- Las ordenadas de las representaciones recíprocas

serán afectadas por el sustrato fijo cambiante excepto

cuando:

a) su combinación con la enzima esté en equilibrio

termodinámico,
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b) el sustrato

contiene al sustrato

a éste último en la

Resumiendo,

- si no hay etapas

combinación de los dos

reciprocas intersectarán a

- pero si una

de reacción entre los puntos

sustratos, las representaciones

E

variable se combina con el complejo que

fijo cambiante de tal forma que atrapa

enzima dando lugar a que no pueda salir.

se observan dos patrones básicos :

irreversibles entre los puntos de

sustratos, las representaciones

la izquierda del eje vertical,

etapa irreversible ocurre en la secuencia

de combinación de los dos

serán paralelas.

más compleja,situación es

tres patrones de velocidad inicial dependiendo

sustratos se varíe (A-B, B-C y A-C) . Con tres

embargo, no siempre es cierto que patrones

correspondan a mecanismos secuenciales, y

En sistemas terreactantes la

y se obtienen

de qué par de

sustratos, sin

intersectantes

paralelos a ping-pong (Cleland, 1970).

En un mecanismo SECUEPICIAL con adición ordenada de los

tres sustratos

A B C

(EABC)

Productos

T

ordenadas, y

la secuencia de reacción

manera que también

los patrones de

Habrá siempre efectos de

sustrato está saturante,

(EABC) es reversible, de

pendientes . Por tanto,

serán intersectantes sin tener en cuenta si A

y C son los sustratos variable

E

58

si ningún

desde E a

habrá efectos de

velocidad inicial

y B, A y C ó B

y fijo cambiante . En cada
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caso, el tercer sustrato se mantendrá a una concentración
constante para el patrón entero. Sin embargo, si el sustrato
B está verdaderamente saturante, la secuencia reversible se
rompe y el patrón de velocidad inicial A-C se hace paralelo.
En la práctica, el efecto de pendientes se hace cada vez más
pequeño conforme se eleva la concentración de B pero, a
menos que B se eleve Ñ 100 veces su constante de Michaelis,
no se verá un patrón completamente paralelo. Los patrones

A-B y B-C siempre serán intersectantes sin tener en cuenta

el nivel del otro sustrato. Esta aproximación la usó por
primera vez Frieden (1959) para demostrar una adición
ordenada de los sustratos de glutamato deshidrogenasa
bovina ; posteriormente otros autores (Engel y Dalziel, 1970;
Silverstein y Sulebele, 1974; Rife y Cleland, 1980a) han
demostrado que es un mecanismo al azar . Se debe ser
cauteloso en sacar conclusiones sobre mecanismos mediante
los patrones de velocidad inicial únicamente.

59

Mientras que un mecanismo terreactante ordenado muestra

un patrón paralelo cuando el sustrato B está saturante, un

mecanismo completamente al azar muestra patrones intersec

tantes en todos los casos. Si un sustrato (A) debe añadirse

en primer lugar, pero los otros dos (B,C) pueden hacerlo al

azar, se obtendrán patrones de velocidad inicial intersec-
tantes en todos los casos, excepto cuando B o C estén
saturantes . Es fácil de comprender si se recuerda que la

saturación con B conduce a una adición en el orden A, B y C,

mientras que la saturación con C produce que el orden sea A,

C y B (esto es, la saturación en el punto de ramificación

desvía todo el flujo de la reacción a través de un paso u

otro) (Cleland, 1970, 1977) .

En mecanismos ping-pong con tres sustratos también

pueden obtenerse patrones intersectantes (Cleland, 1970).

La existencia de un mecanismo parcialmente al azar

requiere la realización de más experimentos que los de
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velocidad inicial
(Eudolph y Fromm,
velocidad inicial que un
Theorell-Chance, por lo
estudios de inhibición para distinguirlos .

En general, los
te dan información
valores numéricos de
ocasiones, es posible
velocidad (Cleland, 1970, 1977).

con inhibidores se
magnitudes
ben el sistema,
de productos
inhibidores,
1963a) .

se realizan
varios
cero),

y,
la

sencillos para diferenciarlos entre

1979), ya que presenta el mismo patrón
mecanismo ordenado u ordenado
que se deberá recurrir a

2.4.2 .- Estudios de inhibición por producto .

SI

de
de
los

patrones de velocidad inicial únicamen-
cualitativa, excepto el caso de los
las constantes cinéticas y, en algunas
obtener las etapas limitantes de la

Los estudios de inhibición proporcionan numerosos datos
útiles para los investigadores, y rara vez se puede deducir
un mecanismo sin recurrir a ellos. A partir de los estudios

puede obtener información sobre las
de los parámetros cinéticos que descri-

y liberación

relativas
el orden de unión de sustratos
a partir de las estructuras químicas de los
geometría del centro activo (Cleland,

Los patrones de inhibición producidos por sustratos,

productos, productos alternativos e inhibidores del tipo

"dead-end" son muy útiles en la deducción del mecanismo
cinético . Los inhibidores más importantes son los propios
productos, ya que un estudio de inhibición por

ayuda a determinar la forma de la ecuación de
(Cleland, 1967). Los experimentos de Inhibición por

variando la concentración de un
niveles fijos de uno de los productos

mientras que las concentraciones de

producto
velocidad
producto

sustrato a
(incluido el
los otros

60

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



sustratos se mantienen constantes a niveles no saturantes .

El patrón puede cambiar si uno de los sustratos está

saturante, o la inhibición puede superarse (Cleland, 1967,

1977).

Se observan tres tipos básicos de inhibición :

competitiva, acompetitiva o no competitiva, dependiendo de

que la pendiente, la ordenada o ambas sean una función de la

concentración de inhibidor, respectivamente (Cleland,

1963b) . Si la pendiente o la ordenada son función lineal de

la concentración de inhibidor, la inhibición se llamará

lineal, y el término de la pendiente o de la ordenada

incluye un factor (1 + I/Ki), donde I es la concentración de

inhibidor y Ki es una constante de inhibición. Así, una

inhibición competitiva lineal dará una representación de i/v

frente al inverso de la concentración de sustrato, a varias

concentraciones de I, que formará una familia de rectas

intersectantes en el eje vertical, y el sustrato se puede

unir directamente a la misma forma de la enzima que el

inhibidor . La inhibición acompetitiva lineal producirá una

familia de rectas paralelas ; el inhibidor no puede unirse a

la forma de enzima que se une el sustrato, y se une a una

forma que está en, o antes de, la etapa limitante de la

velocidad . La inhibición no competitiva lineal da lugar a

una familia de rectas que intersecta en un punto a la

izquierda del eje vertical por encima, por debajo o en el

eje horizontal cuando, en la ecuación

l/v = (K/V) (1 + I/Kis)(1/A) + (1/V) (1 + I/Kii)

61

el valor de K is es más pequeño, más grande o igual a Kii,

respectivamente ; en este tipo de inhibición, el inhibidor se

combina en el mismo centro pero en una región diferente que

el sustrato (Cleland, 1963b, 1967) .

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



inhibición originada por un producto dado puede o no
mismo tipo cuando diferentes sustratos se
sustrato variable, y el patrón, as! como los

de inhibición, pueden depender
los sustratos no variados . La
inhibición por producto constituye

sobre la forma

La
ser del
como el

numéricos de las constantes
de la concentración de
totalidad de patrones de
un gran conjunto de información
ecuación de velocidad que puede ser utilizada para
el mecanismo . En la Tabla 2 se pueden apreciar
patrones de inhibición por producto para
tantes.

2 .4.3- Estudios de inhibición mixta
dead-end.

i.- Un compuesto afecta la ordenada de la

reciproca cuando se combina reversiblemente con

la enzima distinta de la que se
variable, y con lo cual cambia la
de manera que dicho efecto no
saturación con el sustrato variable .

la enzima

por una serie

interaccionar y

tratan
valores

de la
deducir
algunos

sistemas terreac-

por__-producto y

Si un producto reacciona de modo dead.-end con una forma
de la enzima con la que normalmente reacciona, da inhibición
mixta por producto y dead-end . Los efectos inhibidores están
predichos por las Reglas 1-3 de Cleland (1963c), que son las
siguientes :

representación

una forma de
combina con el sustrato
velocidad de la reacción
puede ser eliminado por

2 .- Un compuesto afecta la pendiente de la representación
inversa cuando 61 y el sustrato variable se
misma forma de

de reacción
que pueden
sustrato variable puede eliminarlo .

62

combinan con la
o están separados en la secuencia

de etapas reversibles, de manera

un cambio en la concentración del
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3 .- Cuando la combinación de un compuesto a dos o más puntos

en la secuencia de la reacción da un efecto múltiple de

ordenadas y pendientes por las reglas 1 y 2, el efecto será

parabólico (o de grado mayor para más de dos puntos de

combinación) si: a) los efectos producidos por todas las

combinaciones son los mismos, b) los puntos de combinación

están separados en la secuencia de reacción por etapas

reversibles .

Sin embargo, para que los efectos parabólicos

observen, la combinación dead-end debe preceder al punto

combinación normal con etapas reversibles . La combinación

el punto normal de la secuencia da marcha atrás

reacción y se produce un aumento en la concentración

forma de la enzima que se combina con la forma del complejo

dead-end.

En uno de los primeros estudios realizados con

producto para diferenciar mecanismos, Fromm

la enzima ribitol deshidrogenasa

y los resultados del estudio no

de inhibición sugeridos

los complejos inactivos,

inhibiciones por

y , Nelson

	

(1962)

	

estudiaron

de Aerobacter aerogenes,

fueron consistentes con los patrones

por Alberty (1958) . Se encontró que

llamados abortivos, producian cambios en los patrones de

inhibición observados para un mecanismo determinado .

Estos complejos abortivos ternarios son complejos

del tipo enzima-sustrato-producto . En mecanismos

ordenada, el producto

une normalmente a la

(1961) observó un

lactato deshidrogenasa

se

de

en

a la

de la

64

dead-

dondeend

ocurre una secuencia de unión

complejo es el único que no se

libre (Rudolph, 1979) . Fromm

enzima-NAD - piruvato con

espectroscopía diferencial, y se han observado complejos

similares en estudios de fluorescencia de emisión con NADH

unido a la enzima glutamato deshidrogenasa

1957) . Tales complejos se han observado

enzimas, particularmente deshidrogenasas, por una variedad

en el

enzima

complejo

mediante

(Winer y col .,

con numerosas
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de técnicas incluyendo intercambio isotópico en equilibrio

(Winer y Schwert, 1958 ; Pantaloni e Iwatsubo, 1967 ;

Silverstein y Sulebele, 1969, Egan y Dalziel, 1971 ; Cross y

col., 1972; Silverstein y Sulebele, 1973) .

2 .4 .4 .- Estudios de inhibición por análogos de

sustratos . Inhibicióncompetitiva.

Un

	

inhibidor

	

competitivo,

	

que

	

. generalmente

	

es

	

un

análogo de un sustrato, cuando se una a la enzima no permi-

tirá que ocurra formación de producto . Estos inhibidores son

del tipo 'Idead-end" (Cleland, 1963b). Aunque los inhibidores

competitivos se habían utilizado en muchos experimentos

enzimáticos, su utilización como "herramienta" � para hacer

una elección de un mecanismo cinético entre posibles

alternativas no se valoró hasta 1962, cuando Fromm y Zewe

(1962) sugirieron que los inhibidores competitivos de los

sustratos podían utilizarse para diferenciar entre mecanís-

mos al azar y ordenados. En el caso de los ordenados podría

hacerse una determinación del orden de unión de los sus-

tratos a partir de tales experimentos (Fromm, 1979). Además,

tienen la ventaja de permitir llegar a conclusiones defini-

tivas de estudios de reacciones en una sola dirección. Su

la necesidad de disponer de un

cada sustrato; , sin embargo, cuan-

otros datos de velocidad inicial,

puede obtener información valiosa del mecanismo cinético

experimentos con un solo análogo de sustrato, incluso

para sistemas Bi y Ter (Fromm, 1979).

limitación obvia implica

inhibidor competitivo para

do se tienen disponibles

se

de

Por

sustrato

obtienen

sustrato
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definición, un inhibidor competitivo compite con el

por el mismo centro en la enzima. No obstante, se

resultados cinéticos idénticos si . el . inhibidor y el

compiten por diferentes centros,, sólo si la unión
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es mútuamente exclusiva . Aunque generalmente

similitud estructural entre el sustrato y el

competitivo, éste no siempre es el caso (Fromm, 1979).

hay una

inhibidor

Los mecanismos cinéticos de enzimas

sustratos pueden dividirse, como ya

categorías : Ping-pong y Secuenciales.

elección del mecanismo entre estos

usando inhibidores competitivos dead-end para

En la Tabla 3 se pueden observar los diferentes

inhibición esperados . Cuando se realizan

es muy importante que el sustrato fijo,

mantenga

	

a

	

una

	

concentración

	

insaturante, , preferiblemente

la región de su constante de Michaelis .

que utilizan tres

se ha visto, en dos

Es posible hacer una

sistemas terreactantes

los sustratos .

patrones de

estos experimentos

o no variable, se

en

El uso de inhibidores competitivos dead-end para elegir

entre mecanismos al azar y ordenados ha sido empleado con

muchos sistemas enzimát1cos (Fromm y Zewe, 1962; Zewe y

Fromm, 1965 ; Audolph y Fromm, 1969; Tabatabai y Graves,

1978 ; Park y col., 1984 ; Carvajal y Kessi, 1988) .

protocolo básico implica la separación de mecanismos

ping-pong o secuenciales a partir de experimentos

velocidad inicial . Después de que la naturaleza secuencia¡

del sistema ha sido establecida, se pueden utilizar los

inhibidores competitivos dead-end para determinar si el

mecanismo es al azar u ordenado .

Teóricamente, usar inhibidores competitivos de

sustratos para estudiar la secuencia de unión del sustrato a

la enzima, es menos ambiguo que cualquiera

experimentos de inhibición por sustrato, por producto

experimentos de intercambio isotópico . El protocolo no

más complicado que los experimentos de velocidad inicial

ausencia de inhibición .

Como la mayoría de los métodos cinéticos,

procedimiento tiene ciertas limitaciones . Por ejemplo,

El

en

de

66

el

no
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T A B L A

	

3

Patrones de inhibición competitiva para varios mecanismos
de tres sustratos . (Fromm, 1979) .

a Inhibición competitiva .

	

b Inhibición no competitiva .

	

c Si El reaccic

na con B para formar EIB, la representación sería no lineal .

	

d Inhibici¿

acompetitiva .

	

e Si EIB reacciona con C para formar EIBC, la representaci

sería no lineal .

	

f Si EAI reacciona con C para formar EAIC, la represeni

ción sería no lineal .

	

g Si EIB reacciona con C para formar EIBC, la repi

sentación sería no competitiva .

	

h Si EIA reacciona con C para formar EIE

la representación sería no competitiva .

	

i Si El reacciona con B para foi

mar EIB, la representación sería no lineal .

	

j Si FI reacciona con C pai

formar FIC, la representación sería no lineal .

Mecanismo Inhibidor competitivo
para el sustrato 1/A 1/B 1/C

Ordenado Ter Ter A Cd Nb,c N fy Ter Bi B U C N
C U U C

Random Ter Ter A C N N
y Ter Bi B N C N

C N N C

Random AB A C N Cg
B N C C
C U U C

Random BC A C N N
B U C N
C U N C

Random AC A C N N
B N C N
C N N C

Hexa Un¡ Ping Pong A C U U
B U C U
C U U C

Ordenado Bi Un¡ A C Ni U
Un¡ Bi Ping Pong B U C U

C U U C

Ordenado Un¡ Un¡ A C U U .
Bi Bi Ping Pong B U C Ni

C U U C

Random Bi Un¡ A C N U
Un¡ Bi Ping Pong B N C U

C U U C

Random Un¡ Un¡ A C U U
Bi Bi Ping Pong B U C N

C U N C
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1967).

permitirá diferenciar entre mecanismos ¡so y convencionales,

ni puede utilizarse para elegir entre mecanismos de

Theorell-Chance y otros análogos que impliquen complejos

centrales de vida larga (Fromm, ¡979).

2.4 .5 .- Ejemplos de enzimas con distintos tipos de

mecanismos .

a) MECARISMOS TOTALMENTE AL AZAR:

FIAD-ICDH de levadura de panadería (Cennamo y col .,

Adenilosuccinato sintetasa de E .coli (Rudolph y

Fromm, ¡969), en equilibrio rápido.

Glutamato deshidrogenasa de hígado bovino (Engel y

Dalziel, ¡970 ; Silverstein y Sulebele, ¡974; Rife y Cleland,

1980a) .

* Glutamina sintetasa de E .coli (Wedler y Boyer, ¡972).

* MADP-ICDH de corazón de cerdo (Morthrop y Cleland,

¡974 ; Uhr y col ., 1974) .

. * MAD-málica de Ascaris suum (K¡icK y col., ¡984; Park

y col ., 1984), con formación de dos complejos dead-end: E-

malato y E-FIAD-malato .

* Aspartasa de Hafn1a alvel (Muiry y col ., ¡984), con

liberación ordenada en equilibrio rápido de productos.

* Malato deshidrogenasa de Rhodopseudomonas capsulata
(Ohshima y SaRuraba, ¡986), con liberación ordenada de sus

productos .
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b) MECANISMOS PARCIALMENTE AL AZAR DEL TIPO BC:

Succinil CoA sintetasa de E .colí (Moffet y Bridger,

1970, 1973) .

Arginil-tRHA ¡¡gasa de 1Yeurospora (Hazario y Evans,

1974), con liberación ordenada de sus productos .

* Octopina deshidrogenasa de Pecten maximus (Schrimsher

y Taylor, 1984).

* Octopina deshidrogenasa de Concholepas concholepas

(Carvajal y Kessi, 1988) .

c) MECANISMOS PING-PONG:

* Piruvato carboxilasa de hígado de pollo (Barden y

col., 1972), del tipo Bi Bi Un¡ Un¡, con la formación de dos

complejos abortivos E-bicarbonato-P y E-bicarbonato-MgADP, y

mostrando también que la unión de los dos primeros sustratos

fue al azar, lo mismo que la liberación de los dos primeros

productos .

* HAD-gliceraldehido 3-P deshidrogenasa de Písum

sativum (Duggleby y Dennis, 1974), del tipo Bi Un¡ Un¡ Un¡ .

* Metilamina deshidrogenasa de la bacteria W3AI

(McIntire, 1987) .

HADH-peroxidasa de Streptococcus faecalis (Stoll y

Blanchard, 1988) .

d) MECANISMOS ORDENADOS:

Enzima málica de hígado de paloma (Hsu y col ., 1967 ;

Schimerlik y Cleland, 1977), con un complejo abortivo E-

bicarbonato .

* NAD-gliceraldehido 3-P deshidrogenasa de músculo de

conejo (Orsi y Cleland, 1972) .

69

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



NADP-ICDH de khodopseudomonas spheroides (Buzdygon y

col ., 1973) .

Aspartato transcarbamilasa de Streptococcus faecalis
(Chang y Jones, ¡974), con dos complejos dead-end: E-

carbamil fosfato-carbamil aspartato y E-fosfato-aspartato .

* Gliceroquinasa de Candida mycoderma (Janson y

Cieland, ¡974) .

¡980) .

* Glutamina sintetasa de E.coli (Meek y Villafranca,

* L-alanina deshidrogenasa de B .subtilis _(Grimshaw

Cieland, 1981) .

* Isocitrato deshidrogenasa de E .coli (Kimmo, 1986) .

* Fosfofructoquinasa de Ascaris SUUM (Rao y col.,

1987), con liberación al azar en equilibrio rápido de los

productos .

Alanina deshidrogenasa de H.halobium (Sahagün, 1988) .

MAD-glutamato deshidrogenasa de H.halobium (Bonete y

col ., 1989), con la formación de un complejo abortivo E-2-

oxoglutarato .
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2.5. MECANISMO CINÉTICO DE GLOTAMATO DESHIDROGENASA .

Las primeras referencias sobre el mecanismo cinético de

glutamato deshidrogenasa se sitúan al final de la década de

los 50, Frieden (1959) propusó que el mecanismo de GDH

implicaba un orden obligatorio de unión de sustratos con la

enzima, siendo el complejo E-coenzima el primero que se

formaba. Esta proposición se basó en las observaciones de

Frieden (1959) de que la enzima libre se unía a RADPH y que

la incubación de la enzima con amonio y 2-oxoglutarato en

H2018 no producía un intercambio del 018 en el grupo ceto

del 2-oxoglutarato .

71

Estudios posteriores, empleando métodos más sensibles,

indicaron que este modelo era incorrecto. Engel y Dalziel

(1969), estudiando la desaminación oxidativa de L-glutamato

y norvalina, propusieron que sus datos podían excluir

ciertos mecanismos de orden obligatorio, aunque no indicaban

inequívocamente una unión al azar . Más tarde, los estudios

de velocidad inicial de la aminación reductiva del 2-

oxoglutarato (Engei y Dalziel, ¡970) mostraron ser

inconsistentes con cualquiera de los posibles mecanismos que

implican un orden obligatorio y se llegó a la conclusión de

que el mecanismo debía implicar, por lo menos, una unión al

azar de los tres sustratos con interconversión de los

complejos centrales como etapa limitante de la velocidad.

Cuando este mecanismo se propuso originalmente la evidencia

disponible (Fisher, 1960) de los estudios realizados sobre'

la unión de sustratos no lo respaldaron . Posteriormente,

estudios de la protección de la enzima por sus sutratos

frente a la inactivación (Malcoln y Radda, 1970 ; Chen y

Engel, 1974, 1975) y estudios espectrofotométricos de la

unión de sustratos (Cross y col., 1972; Prough y col., 1972)

evidenciaron la existencia de algunos complejos ternarios y
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binarios que se necesitaban para un mecanismo al azar (Engel

y Chen, 1975) .

Un estudio de velocidades de intercambio de los pares

L-glutamato - 2-oxoglutarato, FIAD+ - I+IADH y NADP+ - HADPH

apoyaron el concepto de mecanismo parcialmente al azar, o

bien otra posibilidad, una unión ordenada de sustratos y

coenzimas (Silverstein y Sulebele, 1973). Los sustratos y

coenzimas fueron capaces de unirse en cualquier orden, pero

se disociaron más libremente de complejos binarios que de

ternarios (Engel y Dalziel, 1970 ; Colen y col., 1972). Sin

embargo, el mecanismo . no podía ser totalmente al azar, ya

que las velocidades de intercambio para diversos pares de

coenzima y sustratos no fueron idénticas (Engel y Dalziel,

1970).

Los complejos binarios enzima-MADP'+ o enzima-L-

glutamato son importantes cinéticamente y las etapas

posteriores formadas por ambos complejos se equilibran

rápidamente (Colen y col., ¡972). La interacción entre

coenzima y sustrato conduce a la formación de un complejo

ternario E-KADP+-L-glutamato . A una conclusión similar

llegaron Fisher y McGregor (1960) y Engel y Dalziel . (1969,

¡970), basándose en la formación del complejo abortivo

E-NAD(P)H-L-glutamato durante la reacción catalítica, de

donde HAD(P)H se disocia más lentamente que del complejo

normal E-KAD(P)H. Esta evidencia se confirmó con el efecto

del L-glutamato en la fluorescencia del complejo E-HADH

(Engel y Dalziel, 1969; Cross y col., 1972).

Di Franco e Iwatsubo (1971) observaron que dos

complejos distintos E-HADPH aparecían durante la oxidación

de L-glutamato, uno débilmente y el otro fuertemente

fluorescente : e,! primero se identificó como E-HADP+-KG .

Después de la liberación del 2-oxoglutarato se formó el

segundo, un complejo ternario abortivo E-RADPH-L-glutamato,

en presencia de niveles elevados de sustratos, seguido por
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la disociación a enzima libre, NIADPH y L-glutamato . El

primer complejo presentó un máximo de absorbacia a 330 nm

debido a nicotinamida, desplazado al azul, pero no mostrado

por E-NIADPH-L-glutamato, E-NADPH o E-NIADPH-NIH4+; el segundo

complejo, en cambio, presentó un espectro desplazado al

rojo, característico de E-NIADPH o E-NTADPH-L-glutamato .

En la Tabla 4 se muestran glutamato deshidrogenasas de

diversas fuentes con el tipo de mecanismo cinétíco propuesto

para cada una de ellas. Como se puede observar, existe

bastante controversia en cuanto al mecanismo cinético que

sigue esta enzima. La GDH _de hígado bovino (Fisher, 1960) y

la FIAD-GDH de hígado de rana (Fahien y col., 1965) mostraron

un mecanismo ordenado de adición de sustratos : RADH

primer lugar, seguido por amonio y por último

oxoglutarato, igual que la enzima

(Corman y col., 1967). La NIAD-GDH

col ., 1968), en ausencia de AMP

mecanismo alostérico, mientras que

mecanismo fue ordenado, siendo el

sustratos en la desaminación:

liberándose los productos en el

oxoglutarato y RADH; igual que

(LéJohn y col ., 1969), y en

T.novellus (LéJohn y col., 1968)

de adición de sustratos, pero

fue: 2-oxoglutarato, amonio y NIADPH.

hígado bovino (Fahien y Strmecki,

velocidad inicial fueron consistentes con

ordenado (ter - bi) de adición de sustratos,

primer lugar, seguido de 2-oxoglutarato y

tampón empleado era arseniato, y en

fue KADPH, amonio y 2-oxoglutarato

Tris - acetato .

en

2

de hígado de pintarroja

de T .novellus (LéJohn y

(activador), presentó un

en presencia de AMP el

orden de adición de los

KAD+ y L-glutamato, y

siguiente orden: amonio, 2-

la NAD-GDH de B .emersonil
cambio, la NIADP-GDH de

mostró el mismo mecanismo

la liberación de productos

Para la enzima de

1969b) los estudios de

un mecanismo

con RADH en

amonio si el

cambio el orden seguido

si se utilizaba tampón
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análisis cinético obtenidos con HADP-

y Ozaki, 1970) mostraron un mecanismo

IIADPH, 2-oxoglutarato y amonio se

El mecanismo

Los resultados de

GDH de B.flayum

ordenado en el

combinaron con

catalítico de GDH de higado bovino sugerido mediante los

experimentos realizados por Silverstein y Sulebele (1973)

puede ser denominado de adición de sustratos en un orden

alternativo, en el cual dichos sustratos pueden unirse y-

disociarse en cualquier orden. Esta conclusión es compatible

con los resultados de los estudios cinéticos obtenidos por

Engel y Dalziel (1970) y con la evidencia obtenida por

espectroscopia diferencial ultravioleta para los complejos

binarios de GDH con 2-oxoglutarato (Cross y col ., 1972) y L-

glutamato (Prough y col., 1972), así como con un estudio

cinético sugiriendo una unión al azar de NADP+ y L-glutamato

(Colen y col ., 1972) .

(Shiio

que

la enzima en este orden.

por HAD-GDH de

y Barker, 1970) la representación

manteniendo el 2-oxoglutarato a

intersectante para concentraciones

que a concentración cons-

las representaciones fueron

(1963a,c) esta distribu-

mecanismo secuencia¡ en

se combinan al azar con

que los patrones paralelos se

2-oxoglutarato a concentraciones

HADH y amonio a niveles elevados

a un mecanismo

En la reacción de aminación catalizada

Ciostridium SB4 (Winnacker

doble inversa de amonio,

varios niveles fijos, fue

saturantes de HADH,

tante de 2-oxoglutarato

paralelas . De acuerdo

ción de representaciones indica un

donde el segundo y tercer sustratos

el complejo E-HADH .

observaron con HADH

saturantes de amonio, y

de 2-oxoglutarato, los

secuencia¡ en el que HADH

do por 2-oxoglutarato y

(Coulton y Kapoor, 1973b) la KADP-GDH presentó un mecanismo

ordenado con la unión de MADPH, amonio y 2-oxoglutarato en

este orden, y la liberación de L-glutamato seguida de HADP+ .

Este mismo orden se había obtenido anteriormente para la

mientras

o amonio

con Cleland

Ya

y
con

datos se ajustaron

se unió primero a la enzima segui-

amonio al azar. En S.typhimurium
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enzima de hígado bovino (Frieden, 1959). Esta

a Engel y Chen (1975)

en el orden

aminación, con

etapa limitante de la velocidad.

llevó a considerar

secuencial al azar

sustratos de la

complejos centrales como

y Achmatowicz (1965) determinaron las propiedades

de GDH de hígado bovino

sintéticos de sustratos .

puramente competitivo para

2-oxoglutarato. Algunos ami-

y

a

Kun

catalíticas

análogos

inhibidor

competitivo con respecto

monocarboxílicos (por ejemplo, leucina) (Struck

Sizer, 1960) se sabe que son sustratos de la GDH bovina

pHs por encima de 8 .0, mientras que a pHs más bajos sólo

activan la oxidación de L-glutamato

modelo sencillo del centro

sólo un subcentro de unión

ambos aminoácidos

inhibición competitiva mejor que una

y Steinhübel, 1972) . Por otro lado,

2-oxoglutarato cuando

cuando se

utilizaron norvalina y

a-cetovalerato como sustratos alternativos para investigar

bovina, y a partir de estudios

inhibición dead-end con

NADPH,

al azar

noácidos

1961). Un

requeriría

del a-aminoácido de

y predeciría una

activación (Markau

hidroxilamina fue acompetitiva con el

se empleó HADPH como coenzima y no

utilizó NADH . Rife y Cleland (1980a)

el mecanismo cinético de GDH

de velocidad inicial y de

oxalilglicina sugirieron que a

2-oxoglutarato y amonio en ese

RADP+ y L-glutamato .

piridina (Smith

eficacia que la

mostraron que el MAD+

NADP+. La GDH bovina

(Bell y Dalziel, 1973 ; Alex y Bell,

las cuales hay dos centros capaces

de adición

interconversión

en

El

(Yielding y Tomkins,

activo de la enzima

para la configuración

mono- y dicarboxilicos

competitiva

la enzima se

orden, liberándose

enzima bovina

un mecanismo

de los tres

de los

presencia de varios

fluoroglutarato fue

glutamato, pero no

unía

Los análogos de MAD+ : 3-acetilpiridina y 3-aldehido

y col ., 1975) se utilizaron con mayor

coenzima natural . Olson y Anfinsen (1953)

se empleaba más eficazmente que el

está compuesta de seis subunidades

1980), en cada una de

de unirse a MADH: el
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centro activo y un segundo centro regulador (Jallon e

Iwatsubo, 1971). Al centro activo puede unirse NADH y KADPH

con igual facilidad (George y Bell, 1980) pero el centro

regulador tiene una afinidad mucho mayor para NADH que para

NADPH. La presencia de un cosustrato tal como L-glutamato

aumenta considerablemente la afinidad de HAD(P)H al centro

activo, pero parece no tener efecto en la afinidad del

centro regulador (Baner jee y col ., 1987) . Las coenzimas

oxidadas FIAD+ y NADP 4' se unen mucho más débilmente que las

coenzimas reducidas en ausencia de un cosustrato y mientras

que parece haber dos centros de unión para FIAD-1 (Bayley y

O'fteill, ¡980; Smith y Bell, 1982), el número de centros en

el complejo binario E-KAD+ aún no está claro (Banerjee y

col ., 1987) .
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3, PARTE EXPERIMENTAL,
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3 . PARTE EXPERIMENTAL .

3 .1 . MATERIALES .

3 .1 .1 . - Reactivos .

Todos los reactivos utilizados en la realización del

presente Trabajo fueron de grado analítico, mientras no se

especifique lo contrario, y se usaron directamente, sin

ningún tipo de purificación previa.

- Medio de cultivo : Las sales fueron suministradas por

la firma PANREAC ; el extracto de levadura y el bacto - agar

por la casa DIFCO y la silicona antiespumante por la firma

MERCK.

- Soportes cromatográfícos : Los geles Sepharosa-4B,

Sephadex G-100 y Sepharosa CL-6B fueron obtenidos de la

firma PHARMACIA FINE CHEMICALS, mientras que DEAE-celulosa

fue de SIGMA CHEMICAL Co. e hidroxiapatito preparado según

el método de Levin (1962) .

- Determinación de proteínas : La albúmina de suero

bovino (fracción v) fue de la casa SIGMA CHEMICAL Co . y el

reactivo Folin-Ciocalteau, de MERCK .

- Electroforesis : Acrilamida, bisacrilamida y persulfa-

to amónico de la firma BIO-RAD; riboflavina, TEMED, azul de

bromofenol y azul Coomassie R-250, de MERCK .

- Determinación de la actividad enzimática: Las coenzi-

mas NADH, NAD+, NADP+ y NADPH fueron de la casa BOEHRINGER,

MANNHEIM GERMANY, así como el 2-oxoglutarato sódico .
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L- glutarato y glutarato fueron de SIGMA CHEMICAL Co .,

acetato sódico e hidroxilamina de MERCK .

y

- Hucleótidos, aminoácidos y otros efectores: Todos los

nucleótidos utilizados fueron suministrados por BOEHRINGER,

MANNHEIM GERMANY ; los aminoácidos, de MERCK, salvo L-alanina

y L-valina, que fueron de SIGMA ; oxalacetato, D-malato y PEP

de SIGMA, citrato y piruvato de la firma Merck.

- Determinación del peso molecular : Las proteínas que

sirvieron de patrones fueron de la firma BOEHRINGER,

MANNHEIM GERMANY.

3 .1 .2 .- Material biológico .-

El Dr . D . Francisco Rodríguez-Valera, del Departamento

de Microbiología de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Alicante cedió, para la realización del

presente Trabajo, un mutante incoloro de Halobacterlum
haloblum NRC 36014 .
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3 .2 . ME7©Dos .

3 .2 .1 . - Medio de cultivo .

Para la preparación del medio de cultivo se utilizó una

disolución de sales inorgánicas (agua de sales) que mantiene

las proporciones relativas del agua del mar artificial

(Subov, 1931), excepto para NaHC03 y CaC12, que conservan la

concentración normal del agua del mar (Rodríguez-Valera y

col ., 1980) . La composición del agua de sales, con una

concentración del 257 en contenido de sales (porcentaje p/v)

fue la siguiente : HaC] 19 .5 ; MgC12 1 .62 ; MgS04 2.01 ; CaC12

0.092; KC1 0.5 ; HaHC03 0.017 y HaBr 0.058. Partiendo de esta

disolución se preparó el medio de cultivo, que estaba

compuesto por el agua de sales descrita y 0.57 de extracto

de levadura; se agitó magnéticamente y se ajustó el pH entre

7 .0 y 7 .4 con KOH IN . Este medio de cultivo se colocó en

botellas de 3 litros y se sometió a un proceso de

esterilización a 121ºC en un autoclave P Selecta, Autester,

modelo 437-G, durante 20 minutos .

3 .2.2 .- Mantenimiento de la cepa.

Hasta el momento de su utilización, la cepa mutante de

Halobacterium haloblum (36014) se conservó en tubos manteni-

dos en la oscuridad, a temperatura ambiente y en un medio

sólido que contenía agua de sales al 257, 0.57 de extracto

de levadura y 27 de bacto-altar, a un pH de 7 .3 .
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3 .2 .3 . - Obtención del inóculo .

Se tomaron las células del cultivo en medio sólido con

un asa de platino en condiciones estériles y se sembraron en

un tubo de 5m1 del mismo medio de cultivo líquido (dos tubos

por cada 31 . de medio de cultivo). Se colocaron en posición

horizontal en una estufa P Selecta, donde permanecieron a

37óC durante 4 días aproximadamente, hasta que se detectó la

aparición de una turbidez característica, lo que indicó un

buen crecimiento .

3 .2 .4 .- Siembra del inóculo .

El contenido de los tubos de 5ml con el inóculo se pasó

a unos frascos de 31 . conteniendo el medio de cultivo y se

mantuvieron en un baño termostatizado a 37óC, para continuar

el crecimiento, con aireación mediante flujo de aire humidi-

fícado y con agitación magnética . Al cultivo se le adicionó

silicona antiespumante al 0 .01% para evitar la formación de

espuma en la superficie del cultivo .

3 .2 .5.- Extracto bacteriano .
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BAUSCH & LOMB, a 680nm. Las células

centrifuga refrigerada BECKMADI J2 - 21,

fijo tipo JA - 14, a 9600xg durante

sobrenadante y las células se

agua de sales al 257 varias veces .

3 :2 .6 .- Homogeneización con

El siguiente paso del proceso fue la obtención del peso

células y su posterior

de pH 6.6 conteniendo

niéndose una concentración final de células

por litro de tampón, que

homogeneizador de vidrio

naron de

B-12, con

de potencia, por periodos

intervalos de reposo para

Se consideró terminada la rotura cuando se observó un

aspecto gelatinoso y de color oscuro en el medio .

húmedo de las

fosfato 0 .05M

La

trifuga Beckman,

tipo 35, durante

nido sirvió como

romper en un

sonda de titanio

3 .2.7 .- Obtención

se cosecharon en una

rotor de ángulo

Se desechó el

lavándose con

con

30 minutos .

recogieron,

ultrasonidos .

resuspensión en tampón

(KH4)2S04 2.5M, obte-

hú medas

	

de

	

1008

disgregaron en un

células

	

se

	

ter

,

	mi-

Sonifier, modelo

y de 150w

veces, con

a continuación se

tipo Potter . Las

sonicador Branson

de 12.7mm de diámetro

de 5 minutos, varias

restablecer el equilibrio térmico .

del extracto crudo .

suspensión sonicada se centrifugó en una ultracen-

modelo L5-65B, con rotor de ángulo fijo

una hora, a 105000xg . El sobrenadante obte-

fuente de glutamato deshidrogenasa (GDH) .
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3.2 .8 . - Dete rminación cuantitativa de proteína .

Se llevó a cabo utilizando una modificación del método

de Lowry propuesta por Hartree (1972) . Un análisis estándar

se efectuó mediante el siguiente esquema : se tomó lml de

disolución protélca que contuviera entre 15 y 150 pg aproxi -

madamente, lo cual se consiguió con una dilución apropiada

de la disolución original . Se le adicionaron 0 .9m1 de

disolución A y se incubaron las muestras a 50ºC durante 10

minutos ; se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se

adicionaron 0.1m1 de disolución B, agitando y dejando que

transcurriera la reacción a temperatura ambiente durante 10

minutos ; seguidamente se añadieron 3ml de disolución C

preparada recientemente, agitando rápidamente e incubándose

la mezcla a 502C durante 10 minutos más ; se enfrió la diso -

lución una vez finalizado el tratamiento y a continuación se

registró la absorbancia a 650nm frente a un blanco exento de

proteína, en un espectrofotómetro HITACHI modelo 100-80 .

Se determinó la concentración de proteína de una

muestra desconocida, mediante la correspondiente curva de

calibrado, construida utilizando albúmina de suero bovino

(fracción

	

v,

	

Sigma

	

Chem .

	

Co.)

	

como

	

proteína

	

patrón,

	

y

	

los

puntos experimentales se ajustaron por mínimos cuadrados .

Las disoluciones empleadas se prepararon de la siguien-

te forma:

Disolucion A: 2g de tartrato sódico potásico y 100g de

carbonato sódico anhidro, disueltos en 500m1 de NaOH IN y

llevados a 1 litro con agua destilada .

Disolucion B : 2g de tartrato sódico potásico y 1g de

CuS04,5Hp0 se disolvieron en 90ml de agua destilada y 10m1

de NaOH 1N .
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Disolucion C : 1 volumen de reactivo Folin- Ciocalteau

(Merck) por cada 15 volúmenes de agua destilada . Esta

disolución se preparó en el momento de usarse .

3 .2 .9 .- Determinación de actividades enzimáticas .

3 .2 .9 .1 .-

	

Medida

	

de

	

actividad - de

	

glutamato

deshidrogenása NAD -dependiente .

Se midió la actividad en el sentido de aminación

reductiva (síntesis de glutamato) en un volumen total de

2m1, con tampón glicina-NaOH 80mM de pH 9.4, conteniendo

NaCI 3.2M y AEDT 2.6mM, acetato amónico 105mM, NADH 0.3mM y

2-oxoglutarato 20mM, y manteniendo la temperatura a 4020 con

un baño termostático de circulación de agua, mientras no se

especifique lo contrario . La oxidación del NADH se siguió a

340nm con un espectrofotómetro Spectronic 2000 de la casa

BAUSCH & LOMB, equipado con un programa para la determina-

cinéticas enzimáticas . (La absortividad molar del

de 6.2x103 M-1 ) .

ción de

NADH es

En el sentido de

L-glutamato) también se

total de 2m1, con tampón

niendo NaCl 0.9M, AEDT 2.6mM, L-glutamato

también a 402C .

desaminación oxidativa (oxidación de

midió la actividad en un volumen

glicina -NaOH 80mM de pH 9.0 conte

50mM y NAD+ 3mM,

Una unidad enzimática (U) se define como la cantidad de

enzima que cataliza la conversión de un pmol de sustrato por

minuto a las condiciones del ensayo .
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3 .2 .9 .2 . - Medida --de __actividad de glutamato

deshidrogenasa NADP -dependient e .

Se midió la actividad en el sentido de aminación

reductiva en 2m1 de tampón TRIS -HC1 0.1M de pH 8.5,

conteniendo NaCI 4M, AEDT 3.25mM, acetato amónico 80MM,

NADPH 0.17mM y 2 -oxoglutarato 30mM, y manteniendo la

temperatura a 402C con un baño termostático de circulación

de agua, mientras no se especifique lo contrario .

La oxidación del NADPH se siguió a 340nm con un

espectrofotómetro Spectronic 2000 de la casa BAUSCH & LOMB,

equipado con un programa para la determinación de cinéticas

enzimáticas . (La absortividad molar del NADPH también vale

6.2x10 3 M-1, como el NADH) .

3 .2 .10 . - Purificación de glutamato deshidrogenasas .

3 .2 .10 .1 . - Cromatografia en Sepharosa-4B .

El procedimiento utilizado fue una modificación del

método de Mevarech y col . (1976), realizada en este Depar-

tamento de Bioquímica . En una columna Pharmacia (2 .6x26cm)

se empaquetaron 150m1 de Sepharosa-4B con gran cantidad de

agua, destilada para eliminar la azida sódica que lleva como

agente antimicrobiano, y después se estabilizó el gel en

tampón fosfato sódico 0.05M de pH 6 .6 conteniendo (NH4)2SO4

2.5M.
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La cromatografia del extracto sonicado se desarrolló

de una bomba peristáltica

flujo de 48ml/h . Cuando

extracto (v z 150m1), se lavó

do anteriormente, y a continuación

gradiente lineal

tampón fosfato 0.05M de

la ayuda de un

tura ambiente .

con la ayuda

velocidad de

aplicando un

en

de 16m1 con

A continuación se

como las actividades de

concentración de proteína

uniéndose las que tenían

3 .2 .10 .2.- Cr omatogra fia

Se pesaron 2 .5g de DEAE-celulosa y se suspendieron

0 .5M. Después de media hora se empaquetó una columna

de diámetro interno, se lavó con agua

HC1

3cm

neutro, eliminándose las partículas más

añadió HaOH 0.5M y después de media hora,

pH neutro . Seguidamente, el

(NH4)2S04 2 .5M

pipeta Pasteur. Se

se lavó con agua destilada hasta

tampón fosfato 0 .05M de pH 6.6

sirvió para equilibrar el gel .

LKB Microperpex a una

se introdujo todo el

la columna con el tampón cita -

se eluyeron las enzimas

desde 2 .5 a 0 .5M de (NH4)2SO4

pH 6 .6, recogiéndose fracciones

colector LKB Bedirac, a tempera-

midió la absorbancia a 280nm, así

glutamato deshidrogenasa y la

de las fracciones recogidas,

mayores actividades especificas .

en DEAE-celulosa .

conteniendo

en

de

destilada hasta pH

pequeñas con una

Las fracciones obtenidas en la etapa anterior se intro-

en la columna con la ayuda de una bomba peristáltica

velocidad de flujo de 36ml/h y se lavó con el

anterior . La elución de la enzima GDH se

0 .05M pH 7 .3 conteniendo NaCI 4M,

3m1 y determinando la concentra-

la

dujeron

GILSOH, a una

mismo tampón

realizó con tampón fosfato

recogiéndose fracciones de

ción de proteína y la actividad enzimática, además de

absorbancia a 280nm, reuniendo las fracciones activas .
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3 .2 .10 .3 . - Cromatografia de tamizado molecular en

Sepharosa - 4B .

En una columna (2 .6x29cm) de la firma Fharmacia se

empaquetaron 154m1 de Sepharosa - 4B, lavándose con tampón

fosfato 0 .05M de pH 7 .3 conteniendo NaCa 4M hasta equilibrar

el gel .

La cromatografia de las fracciones reunidas en la etapa

anterior tuvo lugar con la ayuda de una bomba peristáltica

GILSON a una velocidad de flujo de 30ml/h, eluyéndose la

enzima con el mismo tampón fosfato de pH 7.3 .

Como en todas las etapas anteriores, se midió la

absorbancia a 280nm, la cantidad de proteína y la actividad

enzimática, reuniendo las de mayor valor de actividad

especifica .

3 .2 .10 .4 .- Cromatografia en Sephadex G-100 .

Se pesaron, aproximadamente, 10g de Sephadex G-100 y se

hincharon con agua destilada durante 5 horas en un baño con

agua hirviendo . Alcanzada la temperatura ambiente se

empaquetó en una columna (2 .6x37 .5cm) de la firma Fharmacia

equilibrándose con tampón fosfato O .C)5M de pH 7 .3 conte-

niendo HaCI 4M .

Se introdujeron las fracciones recogidas anteriormente

a una velocidad de flujo de 35ml/h, suministrada por una

bomba peristáltica GILSON, y se eluyó la enzima con el mismo

tampón del equilibrio, recogiéndose fracciones de 3ml .
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Posteriormente se midió la absorbancia a 280nm y se

determinó la actividad especifica de todas las fracciones

recogidas, reuniéndose las más activas .

3 .2 .10 .5 . - Cromatografía en hidroxlapátito .

Las fracciones más activas reunidas en el paso anterior

se introdujeron en una columna (1.5x7 .5cm) de hidroxiapatito

equilibrada con tampón fosfato sódico 0 .05M de pH 7 .3

conteniendo NaCI 4M. Se lavó la columna con el mismo tampón

y a continuación se aplicó un gradiente discontinuo de

tampones fosfato sódico cuyas concentraciones fueron 0.10,

0 .15, 0 .20 y 0 .25M, de pH 7 .3, todos ellos conteniendo NaCI

4M.

Como en los casos anteriores, se midió la absorbancia a

280nm, la cantidad de proteína y la actividad enzimática,

reuniéndose las fracciones más activas y sirviendo como

fuente de posteriores estudios .

3 .2 .11 . - Criterio de pureza .

Para determinar el grado de purificación de las enzimas

se efectuaron electroforesis analíticas de las distintas

fracciones obtenidas a lo largo de los pasos de purifica

ción . Las electroforesis se realizaron en geles de

poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS) .
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Se utilizó, para la realización de las mismas, un equipo de

electroforesis analítica de la casa Buchler Instruments Co .

Teniendo en cuenta los pesos moleculares de ambas

enzimas se utilizaron geles de poliacrilamida del 7 .5 al

12 .57, relación que produce un grado de reticulación

adecuado para la resolución de proteínas con dicho rango de

peso molecular .

En la Tabla 5 se muestran las disoluciones necesarias y

las proporciones en que deben mezclarse, para la formación y

desarrollo de los geles, según Hames (1981) . Para ello, el

gel separador, de 8cm de longitud, se obtuvo por, polime-

rización de acrilamida en presencia de persulfato amónico

como catalizador, mediante los reactivos adecuados, con la

ayuda de una pipeta Pasteur. Después se añadieron unas gotas

de agua destilada sobre la disolución de los geles para que

al polimerizar quedara una superficie horizontal en el gel y

seguidamente, se sometieron a una radiación fluorescente

para producir la polimerización durante 30 minutos . A

continuación se polimerizó una capa de 1 cm de longitud de

gel espaciador por el mismo método . Se montaron los tubos

que contenían los geles polimerizados en la cubeta de

desarrollo, añadiendo el tampón de recorrido en las cubetas

inferior y superior .

Las muestras para la electroforesis se prepararon de la

siguiente forma: a 0 .9ml de disolución de proteína se añadió

0Am1 de SDS al 207 y 0 .045m1 de 2- mercaptoetanol, y se

calentó durante 5 minutos en agua hirviendo. Se dejaron en -

friar . Las muestras se llevaron al 107 en sacarosa para

aumentar su densidad, y azul de bromo -fenol corno indicador,

hasta una concentración final del 0 .0027. Las muestras así

desnaturalizadas se resolvieron en un medio constituido por

tampón TRIS - glicina-SDS de pH 8 .6, aplicando una intensidad

de corriente de 3mA por tubo hasta que se terminó la

electroforesis (aproximadamente, 4 horas) .
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TABLA 5

Reactivos, disoluciones y cantidad en que se mezclaron, para la
realización de la electroforesis en geles al 7 .57 y al 12 .57, en
presencia de SDS (Hames, 1981) .

Acrilamida - bisacrilamida (30 :0 .8) = 30g acrilamida, 0 .8g bisacrila-
mida y agua destilada hasta 1OOm1 .

Tampón gel separador : 0 .375M Tris - HC1, pH 8 .8 = 36 .3g Tris y 48ml
HC1 1M, llevados a 1OOm1 con agua destilada .

Tampón gel espaciador : 0 .125M Tris-HC1, pH 6 .8 = 6g Tris disueltos
en 40ml de agua ; se llevan a pH 6 .8 con HC1 1M (z48ml) y se añade
agua hasta un volumen final de 100ml .

Persulfato amónico (1 .57, p/v) = 15mg / ml de agua destilada .

Riboflavina (0 .0047, p/v) = 4mg / 10Om1 de agua destilada .

Tampón de recorrido : 0 .025M Tris, 0 .192M glicina, pH 8 .3 = 30 .38
Tris, 144 .Og glicina y 10 .Og SDS, disueltos y llevados a 11 con
agua destilada .

DISOLUCIOIY

GEL SEPARADOR
(inferior ) (ml )

7 .57 12 .57

GEL ESPACIADOR
(superior ) (ml )

Acrilamida - bisacrilamida 7 . 5 12 .5 2 .5

Tampón gel separador 3 . 7 5 3 .75

Tampón gel espaciador --- --- 5 .0

SDS 0 .3 0 .3 CI .2

Persulfato amónico 1 .5 1 .5 1 .0
ó 6 6 ó
Riboflavina --- --- 2 .5

Agua 16 .95 11 .95 11 .3 6 9 .8~

TEMED 0 .015 0 .015 0 .015
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Los geles se fijaron y tiñeron sumergiéndolos durante

un mínimo de 4 horas y un máximo de 12

lución de Azul Coomassie R-250 (1 .25g en una

de metanol, 46ml de ácido acético glacial

500m1). La destinción se realizó por sucesivos

disolución de metanol - ácido acético - agua,

ciones relativas de 100-7 -93 (en volumen)

geles en un baño a 40ºC . Los geles, una

conservaron en una disolución de ácido

7.51 .

3 .2 .12 .-

	

Determinación

	

del_

	

peso- molecular

La aplicación de la

permitió calcular el peso molecular aparente

zimas glutamato deshidrogenasas .

horas en una diso-

mezcla de 227m1

y agua hasta

lavados en

en las propor -

e incubando los

vez desteñidos, se

acético glacial al

apárente .

cromatografia de tamizado molecular

de las dos en-

92

Se utilizó una columna de Sepharosa CL-6B (2 .6x32cm)

equilibrada con tampón fosfato sódico 0.05M de pH 7 .3

conteniendo HaCl 4M . Se utilizó el método cromatográfico en

columna de Louis y col. (1971) para las determinaciones de

los pesos moleculares a elevadas concentraciones salinas .

Para calibrar la columna se emplearon las siguientes

proteínas : ferritina (450000 daltons), catalasa (240000

daltons), albúmina de huevo (45000 daltons), albúmina de

suero bovino (66000 daltons) y R-lactoglobulina (18400

daltons-subunidad y 36800 daltons nativa) . El volumen muerto

de la columna (v0) se determinó con azul dextrano y el

volumen interno (vi) con cromato potásico . Estos dos com-

puestos y las proteínas anteriores se eluyeron de la columna

a temperatura ambiente. A continuación se introdujeron 5m1

de la PIAD-GDH y se eluyeron con el mismo tampón citado
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anteriormente ; luego se hizo lo mismo para la NADP-GDH.

Estas fueron identificadas ensayando su actividad enzi-

mática, mientras que en las proteínas estándar se hizo

midiendo la absorbancia a 280nm. Se determinaron los valores

de Kav para cada una de las proteínas, obteniéndose una

recta de calibrado que, ajustada por mínimos cuadrados,

respondió a la ecuación:

Kav = 2.702 - 0.413 x log Pm

	

(r = 0 .995)

donde K av es el cociente (ve-v0)/(vt-v0), siendo v e el

volumen de elución de cada proteína y vt el volumen total,

mientras que Pm representa el peso molecular de cada una de

las proteínas .

El peso molecular aparente de las dos glutamato

deshidrogenasas se interpoló en la citada recta .

3.2 .13 .- Medida de fluorescencia de GDHs .

Los cambios en la fluorescencia intrínseca de las

enzimas GDH de H. halobium se llevaron a cabo utilizando un

espectrofluorofotómetro SHIMADZU, kF-540 . Se realizaron

espectros con una disolución de triptófano y otra de

tirosina, ambas a 10-4M, disueltas en tampón fosfato 0.1M pH

7 .3 con AaCI 4M, para obtener la longitud de onda de emisión

en esas condiciones ; las longitudes de onda de excitación

fueron 295nm (Fig .4) y 275nm (Fig .5) . Los espectros se

realizaron con una anchura de rendija de 5nm para la

excitación, y de lOnm para la emisión, así se consiguió una

mejor resolución. Estos espectros se compararon con otro que
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Figura 4 : Espectro de emisión de fluorescencia de triptófano
y tirosina, ambos a una concentración 10-4 M, en tam-
pón fosfato sódico O.1M de pH 7.3 conteniendo NaCl 4M.
Longitud de onda de excitación : 295nm . Rango de emi-
sión : 300 nm - 420 nm .
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Figura 5 : Espectro de emisión de fluorescencia de triptófano
y tirosina, ambos a una concentración 10-4 M, en tam-
pón fosfato sódico O.1M de pH 7.3 conteniendo NaCl 4M .
Longitud de onda de excitación: 275 nm . Rango de emi-
sión : 280 nm - 420 nm .
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se obtuvo con la mezcla de las dos disoluciones anteriores

en la misma proporción. Los resultados obtenidos se muestran

en la Fig .6 .
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3 .2.14 .- Estudio del mecanismo cinético.

3 .2 .14 .1 .- Método de velocidades iniciales .

Los datos de las velocidades iniciales para una

reacción con tres sustratos generalmente dan representacio-

nes de Lineweaver-Burle respecto a cada sustrato, para

cualquier concentración fija de los otros dos . En la

desaminación oxidativa se varió la concentración de uno de

los sustratos a varios niveles fijos del otro, sin haber

productos presentes . Se representaron las inversas de las

velocidades iniciales frente al inverso de la concentración

del sustrato A a diferentes concentraciones fijas de B . Las

pendientes y ordenadas se representaron como una función de

1/B en una representación secundaria . Del mismo modo se

representaron todas estas funciones a la inversa, es decir,

lo que primero fue A pasó a ser B y viceversa.

Para la NIAD-glutamato deshidrogenasa de H.haloóium la

reacción se siguió midiendo la aparición (desaminación) o

desaparición (aminación) de HADH a 340nm y a 40ºC . La

cubeta, con los sustratos adecuados, se llevó a esa

temperatura y la reacción empezó por la adición de la

enzima . La mezcla de reacción contuvo tampón glicina-HaOH

O .1M de pH 9 .0 con MaCI 3M y AEDT 3 .25mM, para los dos

sentidos de la reacción, y las concentraciones de los

sustratos se indican en los resultados y en los pies de las

figuras y tablas correspondientes . El volumen final fue de

2m1 .
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3 .2 .14 .2 .- Estudio de inhibición por producto .

Tanto para un sentido como para otro de la reacción se

determinaron de forma habitual las velocidades iniciales,

pero incluyendo diferentes niveles de inhibídor (en este ca -

so, cada uno de los productos) en la mezcla de reacción.

En la inhibición por producto, éstos son los dos

sustratos de la reacción inversa y es de esperar que formen

complejos con la enzima. El tipo de inhibición esperado de

pende de cuál sea el sustrato variable y cuál sea el

producto que actúe como inhibidor, y un estudio completo de

inhibición por producto implicó utilizar cada producto como

inhibidor frente a cada sustrato variable.

3 .2.14 .3 . - Estudio de inhibición por análogos de

sustratos .

Cuando un sustrato y un análogo suyo compiten por el

mismo sitio de la enzima, el resultado es una inhibición . La

disminución de la velocidad está relacionada con las veloci

dades que deberían esperarse si cada sustrato fuese ensayado

en ausencia del otro .

Para la MIAU-glutamato deshidrogenasa de H . halobium se

estudió el efecto de hidroxilamina como análogo del amonio y

el glutarato como análogo del 2-oxoglutarato. La forma de

hacerlo fue la misma que en la inhibición por producto, pero

en este caso incluyendo en la mezcla de reacción diferentes

niveles de cada uno de estos análogos.
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3 .2 .15 .- Tratamiento estadístico de los d atos

cinéticos .

Las inversas de las velocidades se representaron

gráficamente frente a las inversas de las concentraciones de

los sustratos . Los datos experimentales fueron fijados a las

ecuaciones 1-8 por el método de mínimos cuadrados suponiendo

varianzas iguales para "v" o "log y" (Wilkinson, 1961) con

los programas de FORTRAN desarrollados por Cleland (1979)

con un ordenador de la marca UNIISYS, modelo 4 y en el

Sistema 80 del Centro de Cálculo de la Universidad de

Alicante Estos programas dan estimaciones cuadradas mínimas

de los valores de los parámetros cinéticos y el error

estándar asociado a cada parámetro, así como los factores de

peso para posteriores análisis .

En los modelos de velocidades iniciales, cada línea de

la representación doble inversa se ajustó a la ecuación

v - VA/(K+A) y las ordenadas y pendientes resultantes se

representaron frente a la inversa de la concentración de

cada uno de los otros sustratos para determinar si los

efectos de ordenada o pendiente fueron lineales o

parabólicos .

Por otra parte, los datos correspondientes a los

patrones de velocidades iniciales intersectantes para una

adición ordenada o una ordenada en equilibrio de dos

sustratos se ajustaron a las ecuaciones 1-2 respectivamente,

v = VAB / [K a B + KbA + AB + KiaKb]

	

(i)

v = VAB / [KbA + AB + Ki aKb]

	

(2)
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Los datos correspondientes a una inhibición competiti-

va, no competitiva (mixta) o acompetitiva se ajustaron a las

ecuaciones 3-5, respectivamente,

y

v = VA / [K (i + I/Kis) + A]

	

(3)

v = VA / [K (1 + I/Ki s ) + A (1 + I/Kii)]

	

(4)

v = VA / [K + A(i + I/Kii)]

	

(5)

y

	

las

	

representaciones

	

secundarias

	

de

	

ordenadas

	

(i/V)

	

y

pendientes

	

(K/ V)

	

se

	

ajustaron

	

a

	

la

	

ecuación

	

de

	

una

	

recta,

una parábola, o una hipérbola de este tipo

a (1 + X/Ki n) / (1 + X/Kid)

donde "y" es el parámetro cinético y "X" es la concentración

de inhibidor o la inversa de la concentración de sustrato .

Los

	

perfiles

	

de

	

pH

	

se

	

ajustaron

	

a

	

las

	

ecuaciones

siguientes, dependiendo de si descendía la curva por encima

de pKZ y por debajo de pK1 (ec . 6), sólo por debajo de pKi

(ec . 7) o sólo por encima de pK2 (ec. 8) :

log y = log [ c / ( 1 + H/K a + Kb/H )]

	

(6)

log y = log [ c / ( 1 + H/K)]

	

(7 )

log y = log [ c / ( 1 + K/H)]

	

(8)

donde "y" es el parámetro cinético, K a y Kb son las

constantes de ionización de los grupos que se ionizaban, y
"c" es el valor de "y" en el estado óptimo de protonación .

En todas las ecuaciones, la nomenclatura utilizada fue

la de Cleland (1979) .
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4. RESULTADOS Y DISOUSION.
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9, RESULTADOS Y DISCUSION.

4 .1 .-PURIFICACION DE DOS ACTIVIDADES GLUTAMATO

DESm1DROGENASAS .

Un hecho característico de muchas proteínas de bacte-

rias halofílicas es su inestabilidad a bajas concentraciones

(<0 .5M) de sales neutras (Leicht y col ., ¡978) . Esta

inestabilidad ha perjudicado diversos intentos de purificar

enzimas de fuentes halofílicas, debido a que la mayoría de

las técnicas de purificación se desarrollan bajo condiciones

de baja salinidad que originan en las proteínas y enzimas

halofílicas una pérdida de su estructura nativa y de su

actividad ; sin embargo, hay otras enzimas halofílicas como

malato deshidrogenasa de H.salinarium (Holmes y Halvorson,

1965) e isocitrato deshidrogenasa de H.cutirubrum (Hubbard y

Miller, 1969) que se pueden purificar en condiciones salinas

bajas . Aunque la mayoría de las enzimas halofílicas

estudiadas se inactivan irreversiblemente en ausencia de

concentraciones elevadas de sales neutras y esto hace

difícil su purificación y caracterización (Horberg y van

Hofsten, 1970), algunas enzimas pueden renaturalizarse por

un nuevo aumento de la concentración salina (Mevarech y

Neumann, 1977) .

Inicialmente, para la elaboración del trabajo

correspondiente a la Tesis de Licenciatura (Camacho, 1984)

se obtuvo la actividad RAD-GDH de H.halobium mediante

cromatografía hidrofóbica en Sepharosa-4B, pero además se

detectó la presencia de otras fracciones con una pequeña

actividad glutamato deshidrogenasa, en otra posición
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distinta, reservándolas para posteriores estudios que

revelaron la presencia de HADP-GDH en H.haloblum.

Para separar las dos actividades de glutamato

deshidrogenasas de H.haloblum, el extracto libre de células

se introdujo en una columna de Sepharosa-4B equilibrada con

tampón fosfato sódico 0 .05M pH 6 .6 . La cromatografía se

desarrolló utilizando un gradiente de concentración decre-

ciente de sulfato amónico entre 2 .5 y 0 .5M disuelto en el

tampón anterior. Como se muestra en la Fig.7 las actividades

glutamato deshidrogenasas se eluyeron en dos picos . La

actividad GDH presentó un pico I dependiente de NIADP como

coenzima mientras que no fue detectable la reacción con HAD.

En el pico II se presentó la actividad GDH dependiente

completamente de NAD como coenzima .

El método de fraccionamiento en Sepharosa con sulfato

amónico (Mevarech y col ., 1976) permite manejar grandes

cantidades de proteína, tiene un buen poder de separación y

suele ser el método de elección para la etapa de utilización

del extracto crudo . Fue utilizado por Mevarech y col. (1976,

1977) para separar AADP-glutamato deshidrogenasa, malato

deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa de Halobacterlum

del Mar Muerto . Pero hay que tener en cuenta que el método

aplicado para este Trabajo es una modificación del empleado

por Mevarech y col. (1976), ya que se eliminó una etapa de

diálisis en la cual se perdía parte de la actividad

glutamato deshidrogenasa . Otra ventaja de utilizar este

método radica en que, durante la adsorción y la elución, las

proteínas permanecen en disolución y se evitan los efectos

adversos (como una pérdida irreversible de actividad) que

pudieran producirse por precipitación .

Las proteínas halofilicas son solubles a la elevada

concentración de sulfato amónico (2 .5M) utilizada en esta

etapa, y a esta concentración casi todas las proteínas halo-

fílicas se retienen en Sepharosa (Mevarech y col., 1976) .
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Las más solubles en esta sal eluyen primero, por lo tanto,

entre las dos actividades estudiadas en el presente Trabajo,

fue más soluble la NALIP - GDH que la MAD-GIUH, observándose que

mientras la GDH HAD - dependiente eluyó a 1 .5M de sulfato

amónico (eamacno, 1984) la NADP - dependiente lo hizo antes, a

una concentración 1.6M . Ya que los geles de Sepharosa están

esencialmente descargados y las proteínas se adsorben en

S04(MH4)2 2 .5M, queda claro que las fuerzas electrostáticas

no están implicadas en la unión . Además, este método

requiere elevadas concentraciones de aniones tales como

sulfato, y no trabajan con aniones tales como cloruro . Por

tanto, las interacciones implicadas en la adsorción de

enzimas halofilicas en Sepharosa, probablemente, son de

naturaleza hidrofóbica "pura" ya que, como es sabido, este

tipo de interacción está favorecido por las elevadas

concentraciones de estos aniones (Mevarech y col., 1976) .

A partir de este momento se mantuvieron separadas ambas

actividades y los siguientes pasos de purificación se

desarrollaron independientemente .

4 .1 .1 . - Purificación de la actividad gl utamato

deshidrogenása NAD-depen diente .-

La muestra obtenida en la cromatografía de Sepharosa-4B

siguió un proceso de purificación mejorado respecto al de la

Tesis de Licenciatura (Camacho, 1984) en cuanto a los tam

pones utilizados y al complemento de dos nuevas etapas de

purificación . Después de la cromatografia en DEAE-celulosa

se añadió una de tamizado molecular en Sepharosa-4B, obte-

niéndose un factor de purificación de 19 .2 . A continuación

de

	

1a

	

cromatografia

	

en

	

Sephadex

	

G-100

	

se

	

realizó

	

una

	

en

106

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



hidroxiapatito, que fue la etapa final del proceso, obte -

niéndose un factor de purificación de 126 (Bonete y col .,

¡986) (Tabla 6) .

4 .1 .2 . -

	

Purificación

	

de

	

la

	

actividad-__glutamato

deshidrogenasa HADP - dependiente . -

Después de la cromatografía en Sepharosa - 4B se realizó

una en DEAE-celulosa, utilizando los mismos tampones que la

MAD - dependiente (Bonete y col ., 1986).

En el caso de DEAE-celulosa las fuerzas electrostáticas

llegan a ser dominantes antes de que las interacciones

hidrofóbicas hayan disminuido . Así, la actividad no puede

eluirse con sulfato amónico y sólo lo hace cuando éste es

sustituido por una sal tal como HaCI, que reduce las fuerzas

de atracción electrostática, sin estimular a las interaccio-

nes hidrofobicas (Mevarech y col ., 1976) . Con la purifica -

ción de glutamato deshidrogenasa en DEAE - celulosa se intenta

conseguir una cromatografía hidrofóbica para las actividades

contaminantes eluyendo en sulfato amónico y, al mismo

tiempo, una cromatografía de intercambio iónico para la

actividad que es objeto de estudio utilizando HaCI (Mevarech

y col ., 1916), así como una concentración de la actividad

enzimática .

La siguiente etapa fue una cromatografía de tamizado

molecular en Sepharosa - 4B . El comportamiento de elución de

la actividad purificada se muestra en la Figura 8 . Aparecie

ron dos máximos de proteína bien definidos, pero sólo el

segundo de ellos contenía la actividad HADP-GDH .
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Después se realizo una cromatografía en Sephadex G-100 .

En la Fig .9 se puede observar el cromatograma obtenido, en

el que el pico de proteína coincide completamente con el de

elución de la actividad enzimática .

La última etapa del proceso de purificación de la

actividad glutamato deshidrogenas a NADP-dependiente de

H.haloblum consistió en una cromatografía en hidroxiapatito

que se desarrolló con un gradiente discontínuo de concentra-

ciones de tampón fosfato sódico entre 0.05M y 0 .3M, de pH

7 .3 . La Figao presenta el cromatograma obtenido, observán-

dose que la actividad eluyó a O .1M de tampón. Se utilizó

este soporte ya que el hidroxiapatito difiere de un inter-

cambiador cónico en cuanto a que la adsorción de las

proteínas pocas veces se ve afectada por la presencia de

concentraciones relativamente altas de NaCI (H jerten, 1959).

Dado que las proteínas halofílicas poseen un elevado

contenido de grupos acidicos (Bernardi y Kawasaki, 1968), y

que la adsorción a hidroxiapatito depende de este contenido,

se pensó que dicho método, aplicado anteriormente para una

proteasa halofílica (Norberg y van Hofsten, 1970), podría

dar buenos resultados con glutamato deshidrogenasa de

H.haloblum . En la Tabla 7 se resumen los resultados obteni-

dos a través de todo el proceso, considerando cada una de

las etapas .

Como resultado final del proceso de purificación a que

se sometió el extracto de H.haloblum conteniendo las dos

actividades estudiadas se logró separar y purificar las

mismas (NAD- y NADP-dependiente), obteniéndose unos factores

de purificación de 126 y 252 veces, respectivamente, respec-

to a las actividades mostradas en el extracto original .

Las fracciones obtenidas, tanto de la NADP-GDH como de

la NAD - GDH, después de todo el proceso de purificación se

sometieron a varias electroforesis en geles de poliacrila

mida según lo descrito en el apartado "Materiales y
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Métodos", eliminando previamente el contenido salino

mediante diálisis frente a tampón sin sales . Por este

procedimiento electroforético se pudo observar que las

preparaciones finales no fueron completamente homogéneas .

Dado que en H.haloblum existen dos actividades de

glutamato deshidrogenasa, asignadas a diferentes fracciones

cromatográficas, la etapa siguiente de este Trabajo consis

tió en la caracterización de las mismas como dos enzimas

diferentes y no como dos actividades de la misma proteína.
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4 .2 . CARACTERILACION DE DOS GLUTAMATO DESHIDROGENASAS:

NAD-ESPECIFICA Y NADP-ESPECIFICA.

4 .2 .1 . - pH óptimo y razones de actividad .-

Para determinar el pH óptimo de actuación de la FIAD-GDH

H.haloblum se realizaron ensayos de actividad en un rango

pHs comprendido entre 6 .0 y 10.2 . Se utilizó tampón fos-

pH de 6.0 a 7 .2, tampón

a 9 .0, tampón carbonato-

tampón glicina-NaOH O .1M

de

de

fato sódico OAM en un intervalo de

Tris-HC1 O.IM en el rango de 7 .6

bicarbonato O .1M desde 9.0 a 10 .2 o

de 9 .0 a 10.5 .

pH en la velocidad inicial de la ami-

2-oxoglutarato y de la desaminación

en la Fig.11 .

aminación

La influencia del

nación reductiva del

oxidativa del L-glutamato aparece

puede observar para NAD-GDH, la reacción de

sentó la máxima actividad a pH 9.0 y la desaminación

8 .0 (Camacho, 1984 ; Bonete y col ., 1986) .

Como se

pre-

a pH

Inicialmente, para el rango de pHs más elevado se

utilizó tampón carbonato-bicarbonato,

de la naturaleza del tampón, ya que

enzimática con carbonato-bicarbonato

respecto a Tris-HC1 al mismo pH . A

este estudio utilizando tampón glicina-RaOH para el mismo

rango de pHs alcalinos, empleado por Keradjopoulos y

Holldorf (1977) para la determinación de las condiciones

óptimas de pH de algunas enzimas halofilicas, entre ellas

glutamato deshidrogenasa . Los resultados obtenidos mostraron

que la actividad enzimática, a pH 9 .0 con este tampón,

aumentó 8 .4 veces con respecto a la de tampón Tris-HC1 . Esta

diferencia tan elevada de actividad enzimática hizo pensar

observándose un efecto

a pH 9 .0, la actividad

fue sólo del 537 con

continuación se realizó

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



N
A
D
P
-
G
D
H

o
L

	

f

	

-
_
°

lo
11

	

5
6

7
a

9
10

11

F
i
g
u
r
a

11
:
Ef
ec
to

de
l

p
H

en
la

s
do

s
e
n
z
i
m
a
s

de
H
.h

al
ob

iu
m

,
a

40
°-

C
.

	

L
a
s

c
o
n
d
i
c
i
o
n
e
s

de
m
e
d
i
d
a

e
n

am
ba

s
d
i
r
e
c
c
i
o
n
e
s

de
l
a

N
A
D
-
G
D
H
y

en
la

a
m
i
n
a
c
i
ó
n
d
e

l
a

N
A
D
P
-
G
D
H

se
ex
pr
es
an

e
n

Ma
te

ri
al

es
y
M
é
t
o
d
o
s

.
L
a
m
e
z
c
l
a

d
e

r
e
a
c
c
i
ó
n

p
a
r
a

la
de
sa
mi
na
ci
ón

o
x
i
d
a
t
i
v
a
d
e

N
A
D
P
-
G
D
H

c
o
n
t
e
n
í
a

NA
DP
+

O
.1
mM

y
L
-
g
l
u
t
a
m
a
t
o

50
mM
,

e
n

e
l

t
a
m
p
ó
n

c
o
r
r
e
s
p
o
n
d
i
e
n
t
e
O
.1
M
y
c
o
n
N
a
C
l

4
M

.

^
~
d
ó
n

Ca
es
em
in
ec
ió
n

N
A
D
-
0
D
R

12
0

12
0

a
a

r
!6

!6
á w

72
r

72
w

b
w

w
4
3

M
41

a e
e w

24
0 e

24

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



en un nuevo estudio sobre el pH óptimo,

zando tampón carbonato -bicarbonato para

añadiendo una disolución de glicina

reacción, en todo el rango de pHs .

pero esta vez utili-

la zona alcalina y

80MM al medio de

Cuando al

adicionó

direcciones ; para

mientras que para la desaminación fue de 9 .0 .

de dicho aminoácido la actividad aumentó

nes ; se observó un aumento de doce veces

de cuatro veces para la desaminación, al

Este resultado indujo a pensar

un activador de HAD-GDH de H.lhalobium, al igual que
con la leucina y la enzima bovina . Posteriormente se

realizaron estudios sobre la posible activación por dife-

rentes aminoácidos, resultados que se expondrán en otro

apartado del presente Trabajo.

reacción.

do fuese

ocurre

medio de reacción de

glicina 80MM, el pH óptimo

la reacción de aminación

la NAD - GDH se le

aumentó en ambas

pasó a ser de 9 .4

Con la adición

en ambas direccio-

para la aminación y

pH óptimo de cada

que dicho aminoáci-

Para analizar el efecto del pH sobre la actividad de la

NADP-GDH se utilizó tampón fosfato sódico O .1M en el

intervalo 6.5 - 7 .5, tampón Tris-HC1 OAM desde 7 .5 a 9 .0 y

tampón glicina-blaOH OAM en el rango 9 .0 - 10.5 . Bajo las

condiciones de ensayo utilizadas, la actividad máxima para

la oxidación de NADPH se obtuvo a pH 8 .0 - 8 .5 (Fig . 11),

mientras que para la reducción de NADP+ se obtuvo a pH 10.0

(Bonete y col., 1987) . En H.halobium, al pH óptimo de cada

reacción, la velocidad de aminación catalizada por la NADP-

GDH fue 5.4 veces más elevada que la de desaminación, mien-

tras que para la NAD-GDH sus actividades estuvieron más

cercanas, la de aminación fue sólo 1.5 veces la de desamina-

ción .

En la Tabla 8 se pueden observar los pHs óptimos para

la aminación de 2-oxoglutarato y la oxidación de L-glutamato

por HAD- ó NADP-GDH de diversas fuentes . La reacción de

aminación para la mayoría de las GDHs es óptima en el rango
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de pH 7 .4 - 8 .0, mientras que la desaminación

región de 8.5 - 9.5 . Los

rablemente en cuanto a

determinaciones, lo que

pequeñas diferencias observadas

casos, las concentraciones de

cientemente altas para reflejar

col., 1975). Además hay otras

están estudiando en la División

presentan pHs elevados : malato deshidrogenasa

1985 ; Cano, 1987) actuó a pH 9.6 en

alanina deshidrogenasa (Lucendo, 1986 ;

hizo a pH 8 .6 - 9.0 en los dos sentidos de

trato deshidrogenasa (Jurado, 1985) que presentó

óptimo de 8.4 en la reducción del NADP+ .

está

varían conside -

utilizadas para las

reflejar algunas de las

cuanto al pH . En algunos

lo sufi-

(Smith y

en la

datos de esta Tabla

las condiciones

podría

en

sustrato no fueron

los valores de Vmáx

enzimas de H.halobium que se

de Bioquímica y
(Cadenas,

las dos direcciones ;

Sahagün, 1988) lo

reacción e isoci-

un pH

deshidrogenasa de la larva de mosca

y Storey, 1982) presenta doble especifi-

La glutamato

E' .solldaglnls (hale

cidad de coenzima, con NADP 4' muestra un pH óptimo de 6.75 en

la aminación y de 7 .5 en la desaminación y con FIAD+, pHs

óptimos de 7 .5 y 8 .0 para la aminación y desaminación,

respectivamente. La relación de actividad entre las direc-

ciones de desaminación y aminación (a los pHs óptimos

respectivos) fue de 1 :10 para NAD"/NADH y 1 :20 para

PIADP+/NADPH, relaciones semejantes a las obtenidas por Smith

y PíszRiewicz (1973) para la GDH de hígado

por Male y Storey (1983) para la

A.xanthogrammlca que fue

enzimática primaria en la biosíntesis

relaciones fueron más elevadas que las obtenidas para

glutamato desttidrogenasas de H.halobium, ya que para NAD-GDH

esta relación fue de 1 :1.5, y para la NADP-GDH fue 1:5.

Estos valores parecen favorecer,

sentidos de reacción, por lo que no se puede deducir

habrá un predominio de la biosíntesis

L-glutamato .

bovino (1:15) o

NADP-GDH de

de 1:10, sugiriendo una función

de glutamato.

en principio, ambos

si

delo del catabolismo

que

Estas

ambas
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La enzima de A.xanthogrammlca (hale y Storey, 1983)

presentó un pH óptimo de 7 .0 cuando reaccionó con amonio y

de 8 .0 cuando lo hizo con L-glutamina que actuó como sustra

to alternativo del amonio . La GDH de A.brasilense (Maulik y

Ghosh, 1986) también presentó doble especificidad de coen-

zima, pero los estudios de pH los llevaron a cabo trabajando

con NADPH, obteniendo la actividad máxima de aminación a un

pH de 8 .5 - 8 .6 cuando utilizaron tampón Tris-HC1, mientras

que con tampón fosfato potásico se mantuvo en un máximo de

actividad desde pH 8.4 a 10.0 . En el rango de pH entre 8.0 y

9 .0 la velocidad de reacción en tampón fosfato fue mayor que

en Tris-HC1 . La glutamato deshidrogenasa de B .fragllis
(Yamamoto y col ., 1987) también presentó una especificidad

doble, pero dependiendo de la coenzima utilizada los pHs

óptimos variaron en ambos sentidos de la reacción (Tabla 8) .

Como se puede observar en la Tabla 8, la desaminación

oxidativa presentó pHs óptimos más elevados que la corres -

pondiente aminación reductiva, salvo en los casos de la

enzima de levadura y de la NAD-dependiente estudiada en el

presente Trabajo, tanto si se añadió glicina como si no .

4 .2.2 .- Temperatura óptima de actuación .

Estudios realizados anteriormente (Camacho, 1984) die-

ron como resultado que la temperatura óptima a la cual la

NAD-GDH de H.halob .ium presentó mayor actividad fue de 70ºC,

tanto en la aminación reductiva como en la desaminacíón

oxidativa (Fig .12) (Bonete y col ., 1986) . De igual modo se

estudió el efecto de la temperatura óptima para la MADP-GDH

en la aminación reductiva del 2-oxoglutarato, entre 25ó y

854C (Fig.12), encontrándose el mismo valor óptimo que en la

HAD - GDH, 702C (Bonete y col ., 1987). Estos valores tan
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elevados pueden reflejar

Ha loba cteria, como ocurre

fi.1icaS (Keradjopoulos y

Holldorf, 1977) . Las demás

menoo presentaron temperaturas

deshidrogenasa (Cadenas, 1985 ;

deshidrogenasa (Jurado, 1985),

deshidrogenasa (Lucendo, 1986), todas ellas de H.haloblum .

Holldorf, 1977) presentó

ni las

sin

enzimas halofilicas

ciones salinas, dicroísmo

una base similar tanto

filismo. Para el caso de

podría decir que poseen

valor óptimo entra en el

carácter termofilico de lael

con otras

Wulff, 1974 ; Keradjopoulos y

enzimas estudiadas en el Departa -

óptimas de 5590 para malato

Cano, 1987) e isocitrato

y de 5020 para alanina

deshidrogenasas halo-

Un estudio realizado con nueve enzimas (entre ellas la

glutamato deshidrogenasa) de tres cepas halofilicas,

H .salin.ahium, H .halobium NBL y H.cutirubrum (Keradjopoulos

temperaturas óptimas entre 552

7090. Entre ústas se encontró NAD-GDH de H .salinaricrm, que

mostró una temperatura óptima de 6020 en la dirección

aminaci6n, algo menor que la obtenida en este Trabajo por

enzima de H .halobicrm . Para NADP- GDH de H.cutirrubr'um

H .ha .lobium NBL

respectivamente, para

mostrado por

la NADP- GDH

determinado

polipéptidos,

tienen una

1979). Aunque no se

estructuras

embargo, los estudios sobre la conformación de las

en presencia de diferentes concentra -

circular y fluorescencia sugieren

halofilismo como para termo-

dos enzimas de H.halobium se

carácter termofilico, ya que su

rango de temperaturas característi-

co de este tipo de arqueobacterias .

y

y

de

la

y

se obtuvieron los valores de 602C y 702C,

la reacción de aminación . El valor

la enzima de H.halobium NAL fue idéntico al de

de este Trabajo . Este termofilismo parece estar

por regiones muy limitadas de secuencias de

en las que las interacciones hidrofóbicas

importancia especial (Keradjopoulos y Holldorf,

conocen ni la composición de aminoácidos

de

	

estas

	

proteínas

	

halofilicas,primarias

para

las

12 2
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Fara

	

deterrainar

	

la

	

concentración

	

salina

	

óptima

	

de

	

la

amin,aci5n seductiva de 2-oxoglutarato se midieron las acti-

vidades de las dos g1utamato deshidrogenasas de H.ha1obitrm

en presencia de

Como se

enzimas

ción

otras

1972 ;

Higa

col .,

Dennis, 1987 ; Sahagün, 1988) . Los

NAD-GDH y NADF-- GDH fueron diferentes . Así, la

dad de NAD-GDH

NaCI 3.2M ó KC1 MM, y en la desaminación a 0.4M

1M de NaCI, mientras que para la NADF -GDH la concentración

óptima fue a 1.6M de NaCI 6 KC1 .

A

esta

4 .2 .3 .- Efecto de la concentraci ón sali na .-.-

salina

enzimas halofilicas

Norberg

	

y

	

col.,

	

1973 ;

	

Keradjopoulos

y Cazzulo, 1975 ; de Médicis y col .,

1984 ; Cadenas, 1985 ; Jurado,

de

concentraciones, en el caso de NAD-GDH .

activa en KCl que en NaCI .bién más

concentraciones crecientes de NaCI o KCI .

puede observar en la Fig . 13, la actividad de dichas

aumentó considerablemente al aumentar la concentra-

en el medio de reacción, al igual que ocurre con

(Dundas, 1972 ; Lieberman y Lanyi,

y Wulff, 1974 ;

1982 ; Danson y

1985 ; Cano, 1987; May y

requerimientos salinos de

máxima activi. -

para la reacción de aminaci6n se obtuvo a

de KC1 ó

concentraciones bajas de KC1,

sal fue mayor que el mostrado

La

interesante de la dependencia

preferencia de la enzima

sea una coincidencia

abundante, sea

Un aspecto

actividad es la

probable que no

intracelular más

ya que se ha demostrado que varias

bi?n muestran actividades más altas

(Kushner, 1986) .

el efecto estimulados

por NaCI a las

NADF --GDH fue tam-

mismas

salina de la

por potasio .

que el KC1,

también el mejor

enzimas

KC1en

Es

el catión

activador,

Yhalofl.licas

que en

tam-

NaCI

Keradjopoulos y Holldorf (1977) estudiaron - los requeri-

mientos salinos para nueve enzimas de tres cepas diferentes

de Halobacterias, obteniendo valores óptimos desde 0.5M de

12 3
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Concentración salina (N)

o nací

=Cl

Figura 13

Concentración salina (lt)
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LCl

Efecto del NaCl (o) y del KC1 (9) sobre
la actividad enzimática en condiciones
estándar . La NAD-GDH se presenta en
los dos sentidos de la reacción, y la
NADP-GDH en la dirección de aminación.
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HaCI para isocitrato deshidrogenasa a 4 .3M para glutamato y

alanina deshidrogenasas .

una HAD-GDH de H.sallnarlum con

4 .3M de HaCI, valor algo

GDH de H.haloblum (3.2M) ;
tración óptima varia

de H.cutlrubrum fue

2.6M, y para la de

de ¡.¡M en HaCl. La

más, en este aspecto, a la de H.marismortui .

tampoco se

según la dirección de la

respectivamente (Bonete y col.,

es

y

Pseudomonas

agilis (Kumar y

fuentes poseen una

ha encontrado en

laidlawil (Yarrison

Entre estas enzimas se encuentran

una concentración óptima a

superior al obtenido para la HAD-

en el caso de HADP-GDH, la concen-

de una cepa a otra; así, para la enzima

de 4.3M, la de H.halobium HBL fue de

H.marlsmortui (Leicht y col ., 1978) fue

HADP - GDH del presente Trabajo se asemeja

4.2 .4 :- Especificidad de coenzima y sustrato.-

Como en el caso de otras fuentes (Smith y col ., 1975)

los extractos de H.haloblum contuvieron ambas actividades

HAD-GDH y HADP-GDH . La HADP-GDH no mostró actividad cuando

el HADPH se reemplazó por HADH y, de igual forma, la HAD-GDH

mostró activa cuando se sustituyó HADH y HAD+,

reacción, por HADPH y HADP+,

1986, 1987).

Algunas fuentes presentan dos enzimas glutamato deshi-

especifica de HAD+ y la otra de HADP+, como

varias especies de hongos (Sanwa1,1961; Sanwal

Kato y col ., 1962), Thiobacillus novellus
H16 (Krámer, 1970),

col., 1980) o Nitrobacter
En cambio, muy pocas

con ambas coenzimas ; se

drogenasas, una

el caso de

Lata, 1961 ;

(LéJohn y McCrea, 1968), Hydrogenomonas
aeruginosa (Janssen y

Hicholas, 1984) .

GDH que funcione

tejidos animales (Frieden,1965), Mycoplasma
y col., 1972), Bacillus subtilis PCI 219

(Kimura y col ., 1977), Eurosta solidaginis (Male y Storey,

125
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1982), Azospirlllum brasllense (MauliR y Ghosh, 1986) o
Bacteroides fragllls (Yamamoto y col., 1987). En la Tabla 9
se muestran algunos valores de K m para NAD-GDH de diversas
fuentes, y en la Tabla 10 para HADP-GDH, incluyendo en ambos
casos las de H.haloblum .

Aunque es bien sabido que las constantes de Michaelis
para los sustratos de las glutamato deshidrogenasas dependen
principalmente de las condiciones de la reacción (Goldin y

enzimas de

enzimas de
otras fuentes (Tablas 9 y 10), salvo en el caso del amonio
para la NAD - dependlente, que fue excesivamente grande y
podría estar relacionado con el carácter halofílico de la

de H.halobium . Kim y Fitt (1977), trabajando con

H.cutirubrum, obtuvieron un valor

amonio,

	

y

	

Keradjopoulos

	

y

	

Holldorf

(1979) un valor de 0.6M con la misma enzima de H.salinarium .

con la NADP-GDH de H.halobium, la afinidad

el sustrato amonio fue mucho mayor que

Este elevado valor de Km para

amonio podría representar también una forma de control de

aminación y

(Bogoñez y col ., 1985).

valor de K m para L - glutamato en

muy elevado, por lo cual se podría

realiza un papel catabólico, mientras

implicada en la biosíntesis del glutamato, como ocurre

la

	

enzima

	

de

	

L.laetevlren s

	

(Bernard

	

y

	

Goas,

	

1979)

	

o

	

con

de N.agilis (Kumar y Hicholas, 1984). Las constantes

para la dirección de aminación en la NADP-GDH son

a las obtenidas para la enzima de Halobacterium

Muerto (Leicht y col., 1978) .

Frieden, 1971) los valores obtenidos para las
H.haloblum son similares a los obtenidos para las

enzima

alanina deshidrogenasa de

de Km de 0 .8M para el

Comparando

esta enzima por

mostrada por la FIAD-GDH.

Michaelis

similares

del Mar

evitar la excesiva

Con la

de

la

el

la

pérdida de 2-oxoglutarato

enzima HADP-dependiente, el

la desaminación también fue

decir que la FIAD- GDH

que la NADP-GDH está

con

la

de

En el caso de la NADP-GDH de L .laetevirens (Bernard y

Goas, 1979), con el sustrato amonio se obtuvo una

representación doble inversa con una respuesta bifásica, que
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se explica por una cooperatividad negativa del amonio en la
formación del complejo enzima-sustrato. Esta curva bifásica
también aparece para el amonio en la enzima de Sphaerostilbe
repen s (Botton y Msatef, 1983), que intentan explicar me -
diante la existencia de dos enzimas actuando con el mismo
sustrato o de una sola enzima con dos formas diferentes .
Este comportamiento también se obtiene con la enzima de
1Yltrobacter agllis (Kumar y Hicholas, 1984) para los sus-
tratos HADPH y amonio, deduciendo que la reacción de

aminación de HADP-GDH es estimulada por ambos sustratos .
Esto probablemente está asociado con cambios en la agrega-
ción de la enzima (Smith y col., 1975), modificada en alguna
etapa durante la purificación, más que con la presencia de
dos enzimas HADP - dependientes distintas. En el caso de la
GDH de A.brasilense (MauliK y Ghosh, 1986) explicaron la

naturaleza bifásica de la representación doble inversa para

el amonio por la presencia de un centro de baja afinidad y

otro de alta afinidad para HH3 en la enzima . El centro de

baja afinidad parece operar en la primera fase (con las con-

centraciones menores de amonio) y el de alta afinidad en la

segunda fase. Con la enzima de Hyphomicrobium X (Duchars y

Attwood, 1987) y el amonio también sucede algo similar, y su

argumento es que puede deberse a una combinación entre la

cooperatividad negativa y la cooperatividad positiva, o bien

a un efecto del aumento de la fuerza iónica dentro de la

cubeta. Este fenómeno no se ha observado con la enzima de

H .halobium .

La

	

enzima

	

de

	

A.bra.silen se

	

(MauliK

	

y

	

Ghosh,

	

1986)

presentó una K m para el L-glutamato, con HADP+ como

coenzima, dos órdenes de magnitud más elevada que la del 2

oxoglutarato, y por otro lado no se pudo obtener la reacción

de desaminación oxidativa con HAD'+ como coenzima . Por estos

dos motivos se pensó que la enzima catalizaba la aminación

reductiva de 2-oxoglutarato ; además, la actividad molecular

de esta enzima es 3 .3 veces más alta en la reacción de
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aminación que de desaminación . La HADP-GDH de E .coli

(Sakamoto y col ., 1975) presentó una relación de valores de

Km del 2-oxoglutarato y L-glutamato de sólo dos veces, por

lo que la reacción en este organismo no puede ser únicamente

unidireccional . En S.typhimurium, la K m para L-glutamato fue

12 .5 veces la de 2-oxoglutarato y Coulton y Kapoor (1973b)

concluyeron, a la vista de este resultado, que la reacción

de glutamato deshidrogenasa in vivo era esencialmente

recciona1 en favor de la biosíntesis de L-glutamato .

H.haloblum, para la HAD-GDH estos valores de K m sólo

fieren en 5 veces y por tanto la

no puede ser del todo unidireccional,

tanto en el catabolismo de L-glutamato como

sis. En cambio, para HADP-GDH de H.halobium la

glutamato es 350 veces la de 2-oxoglutarato, lo

ría que la reacción catalizada por HADP-GDH sí

cional, confirmando su papel en la

mencionada anteriormente .

4 .2 .5 .- Peso molecular aparente.-

unidi-

En

di-

reacción en este organismo

sino que funcionaría

en su biosínte-

Km para

que implica-

es unidirec-

biosíntesis del glutamato

Los pesos moleculares de las enzimas activas se

estimaron mediante filtración en gel de Sepharosa CL-6B en

presencia de HaCI 4M. La principal suposición de las esti

maciones del peso molecular fue que la sal no afectó a los

pesos moleculares aparentes de los patrones utilizados en

los experimentos de filtración en gel, con excepción de

ferritina, que aparece en una posición de peso molecular de

220000 daltons que corresponde a la mitad del peso molecu-

lar . Esto puede representar formas disociadas de la proteína

debido, probablemente, a las condiciones moderadas de desna-

turalización en presencia de HaCI 4M. Haciendo esta supo-

sición se construyó una recta relacionando KAV y el peso

molecular . Los resultados obtenidos se muestran en la

Fig .14 . De esta Figura se obtuvieron los siguientes valores :
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0 .30

0.60

0.40

0 .20
4.40 4.60 4.31 5 .01 5.22 5 .42

LOO Peso molecular

Figura 14 : Estimación del peso molecular aparente de las dos enzimas
por elución en Sepharosa CL-6B . Las proteínas estándar
fueron : !3-lactoglobulina (36800), albúmina de huevo (45000)
catalasa (57500, subunidad), albúmina de suero bobino (66000)
y ferritina (220000) . La NAD-GDH (0) presenta un peso mole
cular de 148000, y la NADP-GDH (o) de 215000.
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148000 daltons para la enzima FIAD - específica y 215000

daltons para la HADP-específica (Bonete y col ., 1987) . La

BIADP-GDH de H.halobium tuvo un peso molecular similar al de

la enzima de Halobacterium del Mar Muerto, que fue de 213000

daltons (Leicht y col ., 1978) .

los valores de los pesos

glutamato deshidrogenasas de

referencia bibliográfica, permitiendo ver la

datos referentes a GDHs de arqueobacterias,

las GDHs presentan valores que

daltons, margen obtenido tanto por tamizado molecular

por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia

SDS o por equilibrio de sedimentación .

H.halobium tuvieron valores

generalidad, pero la FIAD-GDH,

aún fue mayor que la enzima

(Tabla 11) .

do válido para la

aproximados de las

salinas

timar

En la Tabla 11 se pueden ver

moleculares obtenidos para las

distintas fuentes, así como su

escasez de

Generalmente,

van desde 250000 a 350000

como

de

Las dos enzimas de

por debajo del rango de la

que fue menor que la HADP-GDH,

de Phycomyces (van Laere, 1988)

Louis y col . (1971) llevaron a cabo un

do de la filtración en gel y centrifugacíón

densidad a fuerza iónica elevada con tres

extremas, y concluyeron que la filtración en

determinación de los pesos

proteínas halofílicas a concentraciones

donde son estables . Este método se utilizó para es-

pesos moleculares de proteínas halofílicas tales como

isocitrato deshidrogenasa de H.salinarium (Aitken y Brown,

1972), aspartato transcarbamilasa (Horberg y col ., 1973),

citrato sintasa (Cazzulo, 1973),

Peterkin, 1976; Fitt y Baddoo,

(Kim y Fitt, 1977) y piruvato

1982) todas ellas de H.cutirubrum, así como

nasa de una bacteria halofílica (Hochstein

proteasa de H.haloblum

poamida deshidrogenasa de

col ., 1984) .

(Izotova y col., 1983) y

H.haloblum y

estudio detalla-

con gradiente de

enzimas halófilas

gel es un méto

moleculares

fosfatasa alcalina (Fitt y

1979), alanina deshidrogenasa

quinasa (de Médicis y col .,

NADH-deshidroge-

y Dalton, 1973),

dihidroli-

H.volcanii (Danson y

133
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presentan
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ácidos tricarboxílicos y otros que están

una concentración 5mM en

imM en la NADP-GDH. Como se puede observar

oxalacetato fueron

mayor porcentaje de inhibición

el ciclo de los

relacionados, se ensayaron a

MAD -GDH y de

la Tabla 12, el malato y el

produjeron un

de desaminación catalizada por la NAD - GDH .

TABLA 12

Efecto de intermediarios metabólicos en la actividad de MAD-

GDH de H.halobium, en ambas direcciones de reacción .

Inhibidor Concentración
(MM)

Citrato

	

5.0

	

75

Piruvato

	

5.0

	

75

Malato

	

5.0

	

51

Oxalacetato 5.0

	

34

PEP

	

5.0

	

92

la

en

los que

en la reacción

x Actividad residual
Desaminación Aminación

7 3

6 1

La reacción de aminación fue inhibida en menor exten-

compuestos . Los resultados obtenidos son

similares a los mostrados por la PIADP-GDH de S.typhimurlum
(Coulton y Kapoor, 1973b) y por NAD-GDH de Bacillus subtilis

(Kimura

obtenidos

Johnson, 1988), para la cual se obtienen mayores

de inhibición en la reacción

Algunos de estos compuestos

xílicos, sugiriendo que la

de aminación pudiera deberse a similitudes

turales con el 2 -oxoglutarato . Por otra parte, la inhibición

sión por dichos

dirección

resultados

(Hammer y

porcentajes

de aminación de 2-oxoglutarato .

inhibidores son ácidos dicarbo-

inhibición producida en la

estruc-

y col ., 1977) pero difieren de los

con NAD-GDH de Clostridium botulinum
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en

	

la

	

desaminación

	

oxidativa

	

del

	

glutamato

	

podría

	

refle jar

un mecanismo de control de la MAD-GDH halofílica, sugiriendo

que dado que se dispone de malato y oxalacetato para la

obtención de energía, la desaminación del glutamato para

producir 2 - oxoglutarato fuese innecesaria .

Para la MADP-GDH en la reacción de aminación no se

obtuvo ningún efecto con los metabolitos citados .

Se sabe que los nucleótidos de purina afectan a la

actividad. d e la glutamato deshidrogenasa de procedencia

animal (Smith y col., 1975) . Con la GDH de hígado bovino y

de hígado de pollo se produjo un aumento en la actividad de

4 veces y 10 veces, respectivamente, por la presencia de ADP

(Goldin y Frieden, 1971). Se ensayó el modo de acción de

estos compuestos en las glutamato deshidrogenasas de

Halobacterium halobium, pero no afectaron a la actividad de

la MADP-GDH de H.halobium cuando se ensayaron en un rango de

concentraciones entre 1 y 10mM (Bonete y col ., 1987) . Estos

resultados coinciden con los obtenidos por Leicht y col .

(1978) con MADP-GDH de Halobacterium del Mar Muerto,

sugiriendo dichos autores que esto podría indicar que la

enzima no está sujeta a un comportamiento de asociación

inducido por ligandos como lo está la GDH bovina (Eisenberg

y col., 1976) .

Para la HAD-GDH, en el sentido de desaminación, el ATP

el GTP (3.0 mM) mostraron porcentajes de inhibición del

el 371, respectivamente, mientras que

28y

y

aminación el AMP, ADP y GMP (3 .0 mM) produjeron

de inhibición del 18, 18 y 251, respectivamente.

medio de reacción se le añadió Mg+2

aumentó, dando valores del 47, 49 y 407,

Las glutamato deshidrogenasas de N.europaea
1967), Clostridium SB4

B.licheniformis (Phibbs

afectadas por los nucleótidos de purina. En el caso de la

(Winnacker y Barker,

y Bernlohr, 1971) no

en el sentido de

porcentajes

Cuando al

el efecto inhibidor

respectivamente .

(Hooper y col.,

1970) y

resultaron
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HAD-GDH de Lollgo pealen (Storey y col ., 1978) el ADP fue

un potente activador de la reacción de desaminación,

llegando a un aumento de 100 veces en la actividad para una

concentración 5mM de ADP . Además observaron que el ADP

actuaba como inhibidor de la aminación del 2 -oxoglutarato .

La desaminación del glutamato catalizada por BIAD-GDH de
Phycomyces (van Laere, 1988) o por la enzima de

Rhodospir111um rubrum (Bachofen y Reeracher, 1968) fue

modulada negativamente por el ATP, produciendo un 401 de

inhibición en la enzima de Phycomyces. Para la enzima de

Tihlobacillu s novellus se observó que el ADP y el AMP eran

efectores positivos de la desaminación del glutamato, mien-

tras que estos nucleótidos eran efectores negativos y el ATP

positivo para la aminación del 2-oxoglutarato (LéJohn, 1967 ;

LéJohn y McCrea, 1968) . Estos autores propusieron que el AMP

y el ADP actuaban como efectores positivos y modulaban el

comportamiento de la HAD-GDH de T.novellus de manera que

resultara aumentada la degradación del glutamato.

Comparando los resultados obtenidos para la FIAD-GDH de

H.halobium con los de otros autores para la enzima de otras

fuentes, se puede observar que son bastante similares en

cuanto que el ATP es un efector negativo de la desaminación

y positivo en la aminación, mientras que el ADP resulta ser

negativo en la aminación y positivo en la desaminación. La

modulación negativa por ADP y AMP podría sugerir que la

reacción de aminación del 2 - oxoglutarato en H.halobium está

inhibida cuando el suministro de energía es bajo (es decir,

niveles de ADP altos) y probablemente de esta forma la con-

centración de 2-oxoglutarato en el ciclo de Krebs pueda

estar controlada, entre otras, por la actividad de la MAD-

GDH. Usando la hipótesis de Atkinson (1960) podríamos decir

que el papel principal de la enzima es el suministro de

energía vía oxidación del glutamato, lo que estaría de

acuerdo con el hecho de que algunos halóf¡los metabolizan
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aminoácidos en lugar de carbohidratos para la obtención de

energía (Aitken y Brown, 1969) .

Por último, una tercera clase de efectores fueron los

aminoácidos . En experimentos previos (Camacho, 1984), glici-

na estimuló la actividad de la glutamato deshidrogenasa NAD

dependiente de Halobacterium halobium . Estos resultados

constituyeron la base para el estudio del efecto de los

aminoácidos en la enzima KAD-GDH (Tabla 13) . Como se puede

apreciar, de los 17 L-aminoácidos ensayados 13 fueron

efectores positivos de la actividad, tanto en la aminación

(Fig .15) como en la desaminación (Fig .16) . Se intentó

producir la reacción con aminoácido pero sin 2-oxoglutarato

o glutamato, pero no dio resultado positivo .

Una observación interesante fue el efecto regulador que

los aminoácidos produjeron en la actividad de GDH de

A.brasilense (MauliK y Ghosh, 1986) . Alanina, lisina, histi

dina y glutamato resultaron ser inhibidores competitivos de

la aminación reductiva, HADP-dependiente, del 2-oxoglutara-

to . Los autores indicaron que en general los aminoácidos

compiten con el 2-oxoglutarato por el centro de unión de

sustrato . Alanina, histidina y lisina resultaron ser

completamente inactivos como sustratos en la desaminación

oxidativa, no pudiendo sustituir al glutamato . También

observaron que la aminación reductiva dependiente de NADH

era fuertemente inhibida por aminoácidos . MauliK y Ghosh

(1986), a la vista de estos resultados, sugirieron que la

síntesis de glutamato en la bacteria podía interrumpirse

cuando la asimilación de amonio se hace innecesaria debido

al alto contenido de aminoácidos en la célula . En la I4ADP-

GDH de B.flavum (Shiio y Ozaki, 1970) ninguno de los aminoá-

cidos ensayados mostró un efecto significativo en ambas

direcciones de la reacción . Algo similar ocurrió con la

NADP-GDH de H.haiobium, la actividad no se vió afectada por

la presencia de ningún L-aminoácido . En cambio la desami-

nación oxidativa del glutamato catalizada por la enzima de
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TABLA 13

Efecto de algunos aminoácidos en las actividades de
glutamato deshidrogenasa NAD-especifica de HJ2alob.ium .

Desaminación

	

Arn i n a c i ó n
Aminoácido

	

vaaiv0

	

vaa/v 0

L-Metionina

	

2.8

	

18 . 6
L-Valina

	

3.7

	

1 6 . 5
L-Alanina

	

3.0

	

12 . 6
L-Leucina

	

2.8

	

1 2 . 3
L-Isoleucina

	

3.2

	

18 .7
L-Lisina

	

1.4

	

1 . 9
L-Histidina

	

3.5

	

2 3,7
L-Arginina

	

1.0

	

1 . 0
Glicina

	

1.5

	

1 . 6
L-Acido aspártico

	

1.0

	

1 . 0
L-Cisteina

	

2.0

	

8 . 3
L-Frolina

	

1.0

	

1 . 0
L-Serina

	

1.0

	

1 . 0
L-Fenilalanina

	

4.1

	

1 7 . 4
L-Triptófano

	

1.9

	

1 5 . 5
L-Tirosina

	

2.7

	

1 2 . 2
L-Treonina

	

1.5

	

2 . 4

Todos los L -aminoácidos se utilizaron a una
concentración 1MM excepto L-Tirosina que fue 1PM . Los
tampones utilizados fueron : Tris -HC1 0 .1M, pH 8 .C),
conteniendo NaCI 0.9M y AEDT 3.25 mM para la reacción de
desaminación, y Tris -HC1 0.1M, pH 9 .0, conteniendo NaCl 3.2M
y AEDT 3.25mM para la reacción de aminación . Todos los
ensayos se realizaron a 4000 .
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0

Figura 15

Metionina

(Metioninal (MM)

Efecto de la activación de NAD-GDH
de H.halobium por L-aminoácidos en
la aminación reductiva de 2-oxoglut_a
rato . Se utilizó tampón Tris-HC1
O.1M pH 9.0 con NaCl 3.2M . El rango
de concentración de los aminoácidos
fué 0-12mM.
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hígado de vaca (Yielding y Tomkins, 1961) fue estimulada por

leucina, metionina, isoleucina y norvalina, tanto si la

enzima estaba en forma pura como si estaba en un extracto

crudo . Los resultados de sus investigaciones indicaron que

estos aminoácidos tenían un efecto pronunciado en la estruc-

tura de la GDH cristalina. Así, aparentemente, favorecen la

agregación de las subunidades de la enzima, oponiéndose a

los efectos de compuestos que causan su disgregación. Los

autores explicaron el efecto de la L-leucina en la cinética

de la enzima por su influencia en el estado de agregación de

la proteína . Es interesante observar que ninguno de los

aminoácidos naturales que influyen en la GDH de hígado de

vaca pueden ser sintetizados por los mamíferos . Estos hechos

condujeron a los autores a sugerir que dichos aminoácidos

esenciales podrían regular el metabolismo general de

aminoácidos .

Comparando los resultados anteriores con los obtenidos

con la RAD-GDH halofílica se pueden observar algunas dife-

rencias; así, mientras que la enzima de A .brasilense (MauliR

y Ghosh, 1986) es inhibida por aminoácidos, la NAD-GDH halo-

fílica resultó ser activada por los mismos aminoácidos que

activaban a la GDH de hígado de vaca (Yielding y Tomkins,

1961), así como por algunos más . Por otra parte, la GDH

haiofílica también fue activada tanto si estaba purificada

como si no. Como veremos posteriormente, cuando la enzima se

sometió a un proceso de termoinactivación en presencia de

aminoácidos resultó ser más estable frente a la temperatura

que en su ausencia, llegando a la conclusión de que los

aminoácidos podrían estabilizar la conformación más efectiva

de la HAD-GDH de Halobacterlum haloblum . Estos hechos

podrían reflejar la idea de que las arqueobacterias se

asemejan más, en algunos aspectos, a los eucariotas que a

las eubacterias (Laxe y col ., 1984, 1985) .

Este efecto de activación por parte de los aminoácidos

en la enzima de H.halobium podría estar relacionada con el
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hecho de que los aminoácidos son importantes fuentes de

energía en bacterias halóf¡las extremas (Larsen, 1962 ;

Dundas, 1978), y algunos de los aminoácidos ensayados son

esenciales para su crecimiento y otros son estimuladores

(0nishi y col ., 1965 ; Gibbons, 1969 ; Ducharme y col ., 1972) .

En vista a las razones de actividad, los valores de Km

y los resultados obtenidos con los efectores se podria con-

cluir que Halobacterium haloblum utiliza la enzima especí

fica de NAD'l» como un mecanismo para generar 2-oxoglutarato y

amonio, mientras que la específica de NADP+ la utilizan para

generar glutamato.

diversos parámetros .

dos

ello

Al cabo de 10 minutos se

se midieron

valores de la

que NAD-GDH

pH 7 .3, igual

100% de la actividad, mostrada

pHs ensayados .

Estos datos indicaron que el almacenamiento de gluta-

mato deshidrogenasa de H.halobium a pH 7 .3 fue el más

confirmando la elevada estabilidad frenteapropiado,

tiempo de

4.2 .7 .- Estabilidad de NAD-GDH y MADP-GDH frente a

4 .2 .7 .1.- Estabilidad frente al pH .-

Se estudió el efecto del pH en la estabilidad de las

enzimas glutamato deshídrogenasas de H.halobium . Para

se incubaron muestras en un rango de pHs determinado .

volvieron a su pH inicial de 7.3 y

obteniéndose los

se puede observar

de H.halobium presentó su máxima estabilidad a

que NADP-GDH de H.haloblum, no recuperando el

a pH 7 .3, a ninguno de los

las actividades residuales,

Figura 17 . En estas Figuras

y

almacenamiento mostrada por la HADP-GDH.

al
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4 .2 .7 .2.- Estabilidad frente a la temperatura .-

Se realizó un estudio de la estabilidad de las dos GDHs

halofilicas . La BIAD-especifica se incubó a varias temperatu-

ras durante 5 min . en ausencia de sustratos, con tampón
fosfato sódico O.1M de pH 7 .3 conteniendo HaCl 4M y deter-
minando la actividad residual. La estabilidad se expresó
como el 7 de la actividad original, manteniendo prácticamen-
te el 1001 de su actividad hasta 75óC (a esta temperatura
aún mantuvo el 861), conservando todavía a los 804C un 501
de la actividad enzimática inicial, e incluso a 902C quedó
un 30% de dicha actividad (Fig . 18) . Cuando esta enzima se
incubó en presencia del aminoácido L-valina 5mM, la estabi-

lidad se mantuvo hasta los 800C y sólo se observó una

pérdida del 501 de actividad cuando se llegó a los 90ºC.

La HADP-especifica retuvo el 927 de su actividad cuando

se calentó a 654C durante 5 minutos en ausencia de sus sus-

tratos, y a 75óC fue completamente inactiva (Fig . 18) . Estos

resultados fueron similares a los obtenidos por miembros del

Departamento con otras enzimas halofilicas, tales como

alanina deshidrogenasa de H.halobium que se mantuvo prácti-

camente constante hasta 75óC (Lucendo, ¡986), lo mismo que

malato deshidrogenasa de H.halobium (Cano, 1987), ambas

dependientes de HAD+ .

La HADP-GDH de L.fermentum (Misono y col ., 1985)

también fue estable durante 10 min. cuando se incubó a 702C.

Por otro lado, la temperatura de desnaturalízación para la

GDH de 1Y.crassa (Sanwal y Lata, 1961; Blumenthal y Smith,

1973) (durante varios días en presencia de 2-oxoglutarato)

fue de 50ºC; las GDHs de T .novellus (LéJohn y McCrea, 1968)

(durante 3 min .) estuvieron alrededor de los 65ºC ; la de

S.typhimurium (Coulton y Kapoor, 1973a) (durante 5 min.) a

los 55ºC; la GDH MADP-dependiente de E .coli (Veronese y
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Figura 18 : Ináctivación térmica de las dos glutamato deshidrogena
sas de H.halobium. Las enzimas se calentaron a la tem-
peratura indicada, manteniéndolas a esa temperatura
durante 5 minutos, y enfriándolas después a 5°°-C en un
baño de hielo antes de medir la actividad .
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col ., 1975) (durante 10

inconstans

	

(Shimizu

	

y

A la vista de todos

enzima NAD-dependiente de

termoestables, prácticamente

citadas.

col., 1978)

ciones

de 11

decir,

presentaron

indican,

jo de

incubaron

tiempo

entre

La NADP-GDH de Halobacterium del Mar Muerto (Leicht y

en presencia de elevadas concentra-

mostrando una vida media

las mismas condiciones, es

65óC y NaCI 4M, las GDHs de Halobacterium halobium
los siguientes valores :

fue estable

de NaCI (4 .3M) hasta 65óC,

horas, aproximadamente . En

min .), a los 60ºC ; y la de

col ., 1979) (durante 20 min .),

estos datos se

H.halobium
en condiciones

podría decir

es una de las

similares

Proteu s
a 40ºC.

que la

más

a las

- NAD-GDH, al cabo de 11 horas, retuvo un 621 de acti-

vidad, mientras que para la NADP-GDH fue del 481.

- Las vidas medias fueron de 10 horas para la NADP-GDH,

valor similar al obtenido para la enzima de Halobacterium
del Mar Muerto, y de 17 horas para la NAD-GDH . Estos valores

como se expresaba anteriormente, que la NAD-GDH es

más termoestable .

4 .2 .7 .3 .- Estabilidad frente a la concentración salina .

Para expresar cuantitativamente la estabilización de

las dos glutamato deshidrogenasas de H.halobium por sales se

midieron las velocidades de inactivación en el rango más ba-

concentración salina . Con este fín, las enzimas se

a temperatura ambiente en soluciones de HaCI

tamponadas con fosfato sódico O.1M a pH 7 .3 . A intervalos de

determinados, entre 0-60 minutos para la NAD-GDH y

0-120 minutos para la NADP-GDH, se recogieron

149

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



alicuotas y se

estándar, comparándola

enzima halofilica en condiciones óptimas de concen-

tración salina (4 M) . Los resultados obtenidos, expresados

como porcentajes de actividad residual en función del tiem -

muestran en la Fig.19 para la NAD-GDH

a la NADP-GDH en la Fig .20 . En ambos

se inactivaron

concentración

para otras enzimas halofilicas

1965; Larsen, 1967; Kushner, 1968). Según se puede observar

Fig .19, al cabo de 17 minutos, a una

mantuvo el 871 de actividad de la NAD-GDH,

0 .5M el porcentaje de actividad

de 60 minutos todavía

de 2M de HaCl .

ciones

de la

po de inactivación se

y los correspondientes

casos, las enzimas

te cuanto más

que ocurre

en la

2M se

que a

321; al cabo

en presencia

la NADP-GDH mantuvo

días, mientras que la

vidad al cabo de ese

desaminasa de H.cutirubrum

inactiva más

tración salina, pero

NaCI la enzima tiene

midió inmediatamente su

con la muestra de referencia

iM de

de

halofilicas

disminuyó la

actividad en condi-

más rápidamen-

salina, al igual

(Holmes y col.,

concentración de

mientras

disminuyó hasta un

quedó un 751 de actividad

Respecto a la NADP-GDH halofilica, al cabo

minutos se mantuvo el 871 de la actividad para una

tración de NaCI de íM, mientras que a 0.5M este porcentaje

pasó a ser

presencia de

concentración

prácticamente fueron

1M, la NAD-GDH, al

actividad, mientras que la

a la conclusión de que ésta es mucho más estable

primera, apoyándose también en el hecho de que a 1.6M de sal

un 621 de actividad después de siete

NAD-GDH sólo conservó un 291 de acti-

mismo tiempo . Similarmente, la treonina

(Lieberman

rápidamente cuanto más disminuye

llegando al extremo de que a 0.5M de

una vida media menor de 60 segundos y

en cambio a 5M tiene un valor aproximado de 5 días.

de 24

concen-

del 341 ; quedando el 801 de actividad en

NaCI al cabo de 90 minutos . Para la

HaCI más baja ensayada (0 .5M),

iguales una enzima y otra, pero ya a

cabo de 24 min. conservó el 471 de

NADP-GDH mantuvo el 851, llegando

que la

y Lanyi, 1972) se

la concen-
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Figura 19 : A : Inactivación de NAD-glutamato deshidrogenasa de H.halobium
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Figura 20 : A : Inactivación de NADP-glutamato deshidrogenasa de H.halobium
a bajas concentraciones de NaCl : de 0.5M a 1.6M. La inactiva
ción se llevó a cabo por dilución del tampón que contenía a
la enzima con tampón sin sales .
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de 1°- orden para NADP-GDH halofílica a concentraciones de NaCl
desde 0.5M a 1 .OM .

120 (NaCI )

es,o 9 6 0 0.50

w0 " 0.625 H

72
b O 0.75 M

b O-

48 1 .0 m

t 1 .6 m
24

2 .10

b 1 .94

w
0

1 .78

v 1 .62

1 .46

1 .30

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



La representación del logaritmo de la actividad enzi -

mática residual frente al tiempo de exposición a distintas

concentraciones de NaCI dieron líneas rectas para las dos

enzimas (Fig . 19B y 20B), indicando que la inactivación

puede describirse por medio de cinéticas de primer orden

(Lanyi, 1969) .

La protección contra la inactivación de enzimas por

medio de sustancias capaces de reaccionar reversiblemente

con ellas (en este caso, las sales) se puede calcular

mediante una ecuación característica (Baxter, 1959 ; Holmes y

Halvorson, 1965) : log Kp = log K - log K - n log [P], donde

K es la constante de velocidad de inactivación de la enzima

en ausencia de sustancia protectora, Kp es la constante en

presencia de protector P, "n" es el número de moles de

protector reaccionando con un mol de enzima para dar la

forma protegida, y K es la inversa de la constante de

equilibrio para la reacción . La representación del logaritmo

de la constante de velocidad de inactivación de primer orden

frente al logaritmo de la concentración salina da una recta

como las que se muestran en la Fig . 21 para la NAD-GDH y

NADP-GDH de H.halobium . La linealidad de estas representa-

ciones secundarias es indicativa de la participación de

interacciones hidrofóbicas en la estabilización de la

estructura nativa de estas enzimas (Mevarech y Neumann,

1977). Baxter (1959) encontró un valor de "n" entre 2 y 3 para

HaCI y lactato deshidrogenasa de H.salinarium ; AitRen y col.

(1970) calcularon los correspondientes a isocitrato

deshidrogenase de H.salinarium que fueron 3 .6 y 2.9 para

NaCI y KC1, respectivamente, y Lanyi (1969) encontró un va-

lor de 2 .4 para NaCI y menadiona reductasa de H.cutirubrum .
Para glutamato deshidrogenasa NAD-dependiente de H.halobium
el número de moles de NaCI encontrado fue de 1 .9, y para la

NADP-dependiente, de 5.6 . El valor correspondiente a la NAD-

GDH fue algo menor que los obtenidos por los otros autores

con las otras enzimas, pero el calculado para la NADP-GDH es
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similar al obtenido por Holmes y Halvorson (1965) para HaCI

y malato deshidrogenasa de H.sallnarlum, que fue

Aunque hay autores (Aitken y col., 1970) que piensan

pendiente de una representación

indicación válida del número de

ligando a la proteína, probablemente, 1

no definitiva, que se puede

es que la NAD- GDH requiere al menos 2 moles de

HADP-GDH 6 moles para su estabilización

experimentales . Ya que

parece ser especifico

pueda encontrar una explicación en términos

cos generales en la proteína enzimática . Como

están compuestas por moléculas

pos cargados, cualquier efecto

de estas cargas puede influir en el tamaño

moléculas de proteína (Baxter, 1959) .

composición de aminoácidos

un aumento en la

respecto a sus

También se

de la composición

que hay

fóbicos frontera como serena

otras han sugerido tres

de 4.5.

que la

de este tipo no es una

centros de unión de un

única conclusión,

sacar de estas representaciones

HaCI y la

bajo condiciones

de las sales no

es probable que se

de efectos ióni-

las proteínas

flexibles con numerosos gru-

en las interacciones mutuas

y forma de las

el efecto protector

(Baxter, 1959),

En particular, el exceso de cargas positivas o nega-

tivas que las moléculas

isoeléctrico) tenderán a repelerse

desnaturalización, generalmente, se

desplegamiento de las cadenas polipeptidicas, cuanto mayor

sean las repulsiones electrostáticas internas mayor será

tendencia de la proteína a sufrir desnaturalización .

acuerdo con la teoría de Debye and HücRell, la presencia

sales tenderá a reducir los efectos electrostáticos

disminuye la probabilidad de desnaturalización .

llevan (excepto en el punto

mutuamente . Ya que la

cree que implica un

Y

la

De

de

así

de proteínas halofilicas

cantidad de resíduos aspártico y

contrapartidas no halofílicas

observa, a partir de la

de las proteínas ribosómicas,

La

presenta

glutámico con

(Lanyí, 1974) .

comparación

una disminución de frecuencia de aminoácidos hidro-

y treonina. Esta observación

modos principales de estabilización
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de proteínas halofílicas : 1) un apantallamiento de cargas de

la molécula inducido por el número excesivo de resíduos ací-

dicos y efectivo después de la adición de, al menos, 0.5-1M

de sal (Baxter, 1959 ; Soo - Hoo y Brown, 1967 ; Lanyi, 1974),

2) el empaquetamiento próximo de grupos hidrofóbicos no

polares inducidos por concentraciones salinas más elevadas

(Lany1, 1974, 1979), y 3) mantenimiento de la superficie

hidratada de la proteína a través de la utilización de los

grupos carboxilo de glutamatos y aspartatos (Werber y col .,

1978; Pundak y Eisenberg, 1981a,b) . En el caso de AAD-GDH y

NADP-GDH de H.halobium podría ser ésta la explicación del

número de moles que se necesitan en ambas enzimas, pero no

está claro, porque PundaR y col . (1981) demostraron que MDH

y GDH halofílicas obtienen niveles de hidratación normales

en el desplegamiento . Estos autores creen poco probable que

las interacciones hidrofóbicas desempeñen un papel importan-

te en la estabilización de proteínas halofílicas, y han

sugerido que estas proteínas halofílicas resistirían la

compactación interna en presencia de sales fuertemente

hidratadas, reduciendo considerablemente su volúmen interno .

Tanto la enzima HAD-dependiente de H.halobium como la

NADP-dependiente tuvieron una necesidad absoluta de la

presencia de elevada fuerza iónica para su estabilidad ; la

diálisis de las enzimas frente a tampón fosfato sódico O .1M

de pH 7 .3 (libre de sales) durante 24 horas las llevó a una

pérdida completa de actividad, como ocurrió con otras

enzimas halofílicas (Kim y Fitt, 1977 ; Leicht y col., 1978),

y mediante una nueva diálisis frente al mismo tampón pero en

presencia de HaCI 4M no se logró recuperar ninguna de las

dos actividades . Por el contrario, la citrato sintasa de

H.cutirubrum (Higa y Cazzulo, 1975) presentó una

inactivación reversible recuperando entre el 50 y el 707 de

la actividad original cuando se sometió a diálisis frente a

tampón con sales . Con alanina deshidrogenasa de

H.salinarium, Keradjopoulos y Holldorf (1979) obtuvieron una
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reactivación total utilizando el mismo método; también la

malato deshidrogenasa de H.cutirubrum (Holmes y Halvorson,

1965) recuperó el 601 de la actividad original y la
isocitrato deshidrogenasa de la misma fuente (Hubbard y

Miller, 1972) se reactivó un 757 bajo condiciones óptimas .

Las dos enzimas objeto de este Trabajo tuvieron un comporta-

miento, respecto a la inactivación, similar al obtenido por

Leicht y col . (1978) para la GDH de Halobacterium del Mar

Muerto, no pudiéndose encontrar condiciones para devolverles

la actividad original .

En la Tabla 14 se muestran los valores de los tiempos

de vida media (t1/2) y de las constantes de inactivación

para a) la HAD-GDH y b) la HADP-GDH de H.halobium a las

distintas concentraciones de sales . Como se puede observar,

la vida media disminuye al disminuir la concentración de

HaCI. Lo mismo le ocurre a la málico deshidrogenasa de

H.salinarium (Holmes y Halvorson, 1963), llegando a un valor

aproximado de 30 segundos para una concentración de 0.33M de

HaCl. Pundak y Eisenberg (1981b) obtuvieron el valor de ti/2
para malato deshidrogenasa de Halobacterium del Mar Muerto,

siendo de 28 horas para una concentración de HaCI de 1 .25M,

valor mucho más elevado que los obtenidos para las dos GDHs

de H.halobium .

4 .2 .7 .4 .- Estabilidad frente al tiempo de

almacenamiento .

Con el fín de obtener las mejores condiciones de

almacenamiento de las dos enzimas glutamato deshidrogenasa

de H.halobium, en caso de no poder utilizarlas en el momento

de su obtención, se estudió su estabilidad frente al tiempo

de almacenamiento .
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Se observó que a 8ºC y en presencia de tampón fosfato

sódico 0.1M pH 7 .3 con HaCI 4M, la NAD-GDH perdía un 381 de

actividad a las 24 horas (Camacho, 1984), pero a temperatura

ambiente fue bastante estable, manteniendo un 501 de su

actividad enzimática al cabo de cinco meses ; la NADPH, por

su parte, en las mismas condiciones de almacenamiento y a

temperatura ambiente, mantuvo un 831 de su actividad al cabo

de dos años .

4 .2 .8 . - Efecto de la disminución de la concentración

s alin a en el espectr o de fluorescencia .

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ám-

pliamente utilizada para estudiar la estructura, la dinámica

y la conformación de una proteína (Perozzo y col ., 1988). El

plegamiento de una cadena polipeptídica para formar una

proteína globular compacta da como resultado que ciertos

resíduos de aminoácidos se encuentren ocultos del entorno

acuoso (Hinman y col., 1974) y otros se sitúen en la super-

ficie expuestos al disolvente polar (Eftink y Ghiron, 1976) .

Las proteínas en disolución no son estructuras perfectamente

rígidas ; ciertas regiones de la proteína pueden ser bastante

flexibles . Un resíduo que esté oculto puede llegar oca -

sionalmente a exponerse como resultado de fluctuaciones

conformacionales de la proteína, por lo que los cambios es-

tructurales en las proteínas producen cambios en el

rendimiento de la fluorescencia y en la posición de la banda

(Teale, 1960) .

En los análisis de macromoléculas por fluorescencia se

utilizan dos tipos de compuestos fluorescentes : los intrín-

secos (presentes en la propia macromolécula) y los
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extrínsecos (añadidos al sistema) . En las proteínas existen

sólo tres compuestos fluorescentes intrínsecos : el

triptófano, la tirosina y la fenilalanina .

La fluorescencia natural de las proteínas está dominada

normalmente por la contribución de los residuos de triptófa-

no (Teale, 1960). Sin embargo, los resíduos de triptófano en

una proteína no necesariamente dan la misma fluorescencia,

por lo que es útil aislar la emisión de los triptófanos

individuales, si es posible . Por esto, todas las medidas de

los parámetros de fluorescencia se deben realizar a longitu-

des de onda de excitación de 290-295 nm que es, en el rango

espectral, donde únicamente se excita la fluorescencia del

triptofanilo . En la literatura, desafortunadamente, la

mayoría de los datos se obtienen a una excitación de 280 nm,

y el espectro de fluorescencia contiene un componente de

tirosina más o menos significativo (Burstein y col ., 1973).

El triptófano emite a longitudes de onda más cortas en

la proteína completamente plegada que en la proteína

desnaturalizada (Formoso y Forster, 1975) . La longitud de

onda de máxima fluorescencia de los resíduos triptofanilos

en proteínas nativas va desde 325 a 350 nm. A menudo se ha

especulado sobre la posibilidad de que haya una relación

entre la longitud de onda de máxima fluorescencia y la

exposición de tript6fanos en una proteína (Teale, 1960) .

Esto está basado en el hecho de que las proteínas desnatura-

lizadas y desplegadas tienen una emisión al rojo (2350 nm),

y que en disolventes de baja constante dieléctrica, tales

como dioxano, la longitud de onda del indol varía al azul

(2320 nm) (Eftink y Ghiron, 1976) .

Podría esperarse que la fluorescencia del triptófano se

excitara con la luz absorbida por fenilalanina y tirosina.

De hecho, la fluorescencia de fenilalanina no se detectó en

presencia de otros resíduos aromáticos, y aquellas proteínas

que contenían triptófano mostraron exclusivamente la
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fluorescencia de este residuo, independientemente del

contenido de residuos de tirosina (Cowgill, 1967) . La

fluorescencia de tirosina se detectó con bajo rendimiento

con un máximo de banda a 304 nm sólo en ausencia de

triptófano. Las proteínas que contenían tirosina, pero no

triptófano, mostraron fluorescencia de tirosina con bajo

rendimiento, o no fueron fluorescentes (Teale, 1960).

Todo proceso de inactivación está acompañado por cam -

bios en el espectro de fluorescencia (Mevarech y col .,i977),

por lo cual el estudio de la inactivacíón de las enzimas

halofílicas por disminución de la concentración salina, ex -

puesto anteriormente, se completó con los espectros de

fluorescencia correspondientes .

Forma activa .- En la Fig . 22 se muestran los espectros

de emisión obtenidos para NAD-GDH y HADP-GDH de H.haloblum,

en tampón fosfato sódico O .1M pH 7 .3 conteniendo HaCI 4M,

excitando a una longitud de onda de 295 nm . El máximo de

fluorescencia se obtuvo a 332 nm para la KAD-GDH y a 331 nm

para la HADP-GDH . Dichos valores son atribuibles a la

emisión de los resíduos triptofanilo, tanto por el valor de

la longitud de onda de emisión mostrado como por la longitud

de onda de excitación utilizada . Teniendo en cuenta que el

máximo de emisión para el triptófano libre en dicho medio se

situó a 356 nm, y en función del desplazamiento del máximo

de emisión obtenido para ambas enzimas, puede deducirse que

los resíduos de triptófano se encuentran parcialmente oclui-

dos en el interior de las proteínas en un microentorno

hidrofóbico . La utilización de 295 nm como longitud de onda

de excitación evita cualquier interferencia de los residuos

de tirosina de la proteína (Eftink y Ghiron, 1976) .

Cuando las muestras en KaCI 4M se excitaron a 275 nm

para establecer la contribución de los residuos tirosilo al

espectro de emisión de las proteínas, se observó que dicho

espectro, para el caso de la FIAD-GDH halofílica, no presentó
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cambios significativos con respecto al mostrado a 295 nm ; el

336 nm y se observó un pequeño hombro a

312nm (Fig . 23), lo que significa que la contribución de los

triptofanilo al espectro de

tirosilos . Sin

de emisión (Fig . 23)

mostrando un

intensidad

contribuirían

la fluorescencia de la enzima, lo que podría

transferencia

a los triptofanilos (a 340 nm), y que

un entorno hidrofílico

nm (LaRowicz, 1983) .

máximo estuvo en

resíduos

respecto a la de

espectro

295 nm,

de menor

tirosilo

nilos a

implicar una

tirosilo (a 307 nm)

estos resíduos de

más expuesto que

Forma inactiva .- Cuando se realizaron los espectros de

longitud de onda de excitación de 295 nm de las

de H.1halobium inactivadas mediante disminución

de la concentración salina hasta OAM en HaCI por adición de

tampón fosfato sódico O.1M pH 7 .3 sin sales, se observó que

la NAD-GDH (Fig . 24) presentaba una longitud de onda máxima

de emisión de fluorescencia a 332 nm, exactamente igual que

activa ; esta longitud de onda indicaría que

de los resíduos de triptófano a la

fluorescencia de la enzima era la misma en el estado activo

que

	

en

	

el

	

inactivo,

	

ya

	

que

	

no

	

se

	

observó

	

desplazamiento

	

del

máximo y la intensidad de fluorescencia fue similar. El

hecho de que la longitud de onda de dicho máximo fuera de

332 nm indicó que la contribución de las energías a la

fluorescencia se debió, casi exclusivamente, a resíduos de

estaban en un medio hidrof6bico y parcial-

Cuando la excitación se realizó a 275nm

máximo de longitud de onda de emisión

a 340 nm, observándose un desplazamiento de

de onda más largas respecto a la forma

activa, lo que podría indicar una mayor exposición de los

emisión a la

dos enzimas

para la enzima

la contribución

triptófano que

mente ocluídos .

(Fig. . 25) se obtuvo un

de fluorescencia

4 nm hacía longitudes

máximo de emisión a 307 nm y otro pico

a 340 nm, indicando que los resíduos

en mayor extensión que los triptofa-

triptófano están en

los excitados a 295

emisión es casi total

embargo, para la NADP-GDH el

fue diferente del obtenido a

de energía de los resíduos
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triptofanilos al entorno acuoso, y que la proteína estuviera

más desplegada que en la forma nativa (Eftink y Ghiron,

1976 ; Leicht y col., 1978) .

Para la NADP-GDH ocurrió lo mismo cuando se excitó a

295 nm (Fig . 24), pero no así cuando la excitación se reali-

zó a 275 nm (Fig . 25). En estas condiciones, para la enzima

inactiva apareció un máximo a 306nm indicando que los resi-

duos de tirosina contribuyeron casi totalmente a la fluores-

cencia de la enzima inactiva, y el pico a 340nm desapareció .

Teniendo en cuenta el mayor rendimiento cuántico de fluores-

cencia del triptófano, debe existir una mayor proporción de

resíduos expuestos de tirosina que de triptófano en el

espectro de la enzima inactiva (Auer y Doty, 1966). Esto po-

dría interpretarse también como una transferencia de energía

entre residuos muy próximos en la forma activa, mientras que

en la forma inactiva esta transferencia desaparece por

alejamiento de los resíduos triptofanilos y tirosilos

(Freidelfer, 1979 ; Lakowicz, 1983) .

La inactivación de malato y glutamato deshidrogenasas

halofílicas (Eisenberg y col., 1977) a bajas concentraciones

salinas está acompañada por cambios estructurales, como se

refleja en la fluorescencia intrínseca y en los espectros de

dicroísmo circular . A partir de la naturaleza de los cambios

estructurales, la exposición de residuos triptofanilos a un

entorno más polar y la pérdida de estructura a-hélice, se

puede deducir que la conformación nativa es más compacta y

más ordenada que la inactiva (Eisenberg y col ., 1977) .

En la Tabla 15 se muestra el resúmen de los resultados

obtenidos de los espectros de emisión para NAD - GDH y NADP-

GDH halofílicas en forma activa e inactiva .

Para NADP-GDH bovina (Frieden,1963a) se observó un

máximo de emisión a 350 nm cuando se excitó desde 280nm a

300nm, lo que indicó la total contribución de triptófanos a
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TABLA 15

Efecto de la disminución de la concentración salina sobre la

MAD - y MADP - glutamato deshidrogenasa de h' .halobium . Valores

de las longitudes de onda de emisión máximas e intensidades

de fluorescencia correspondientes para ambas enzimas cuando

se encuentran en estado activo e inactivo, Activa : En tampón

fosfato sódico O .IM pH 7,3 conteniendo NaCI 4M, Inactiva : En

tampón fosfato sódico 0 .!M pH 7 .3 sin sales .

L .onda ex ,= 295nm

	

L .onda ex .=275nm

Enzima

	

L . onda

	

I

	

Forma

	

L onda

	

I

	

Forma
emisión emisión

FIAD -GI)H

	

332

	

48

	

Activa

	

336

	

64

	

Activa

332 43 Inactiva

	

340 58 Inactiva

NADP -GDH

	

331

	

58

	

Activa

	

3 G7/34C1

	

52/31 Activa

331

	

62 Inactiva

	

306

	

34 Inactiva
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la fluorescencia de la enzima. La enzima málica de hígado de

paloma en estado nativo (Lee y col ., 1988) produjo un máximo

de emisión de fluorescencia a 328nm, con un hombro a 340nm;

esto sugirió un entorno hidrofóbico para los residuos de

triptófano, pero diferenciando dos grupos : los que apare -

cieron a 328nm, en un entorno hidrofóbico, y los de 340nm,

en un entorno hidrofóbico más expuesto . El desplegamiento de

la enzima por adición de un agente desnaturalizante (cloruro

de guanidina) estuvo acompañado por un desplazamiento al

rojo de la emisión de fluorescencia a 368 nm. Por otro lado,

la malato deshidrogenasa de Halobacterium del Mar Muerto

(Mevarech y col., 1977) también sufrió un cambio en su es-

pectro de absorción cuando se inactivó por eliminación de

desplazó desde 280nm en la enzima activa

absorbancia específica

del espectro y la dis-

probablemente, a la

entorno hidrofóbico

conteniendo HaCI 4.26M)

en la observación de un

de emisión de fluores-

inactivación a 42.6mM de

onda de excitación fue 280nm, y el

emisión se desplazó desde 328nm en la

en la forma inactiva, y la disminución

de la fluorescencia debida al triptófano por causa de la

inactivación estuvo acompañada por

en la banda de fluorescencia a

308nm, como consecuencia de la

tirosina . Lo contrario le ocurrió

cuando se inactiv6 ; únicamente

tirosilo al excitar a 275

se observaron éstos y un

ha dicho, a la presencia

sales . El máximo se

a 276nm en la inactiva, y la

disminuyó. El desplazamiento

minución de la absorbancia

exposición de los triptófanos desde

(tampón fosfato sódico 10mM pH 7 .3

al agua. Esta interpretación se basó

cambio importante en el espectro

cencia de la enzima a partir de la

HaCI . La longitud de

máximo del espectro de

enzima activa a 350nm

al azul

se debieron,

un

la aparición de un hombro

una longitud de onda de

presencia de residuos de

a NADP-GDH de H.halobium
se observaron los residuos

en cambio, en forma activanm y,

pequeño hombro debido, como ya se

de los residuos triptofanilos.
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A la vista de los resultados se puede decir que tanto

NAD-GDH como NADP-GDH de H .i2aloblum poseen residuos de trip-
tófano, tanto por el valor de la longitud de onda de emisión

mostrado como por la longitud de onda de excitación emplea-

da . Teniendo en cuenta que el máximo de emisión para el

triptófano libre, en el mismo tampón que las enzimas, se

cifra en 356nm, y en función del desplazamiento del máximo

de emisión observado para ambas enzimas, puede deducirse que

los residuos triptofanilo se encontrarían parcialmente

ocluidos en el interior de las proteínas. Por otra parte, la

intensidad del máximo de fluorescencia obtenido para la

NADP-GDH fue mayor que el correspondiente para FIAD-GDH, esto

reflejaría un menor contenido de residuos en la NAD-GDH

respecto a la NADP-GDH ; esta diferencia de intensidad no

puede atribuirse a diferentes grados de exposición en los

residuos de las dos enzimas, pues la longitud de onda máxima

de emisión es similar en ambos casos. Cuando la excitación

se realizó a 275nm para establecer la contribución de los

residuos de tirosilo al espectro de emisión de la proteína,

en NAD-GDH no se produjo cambio en el espectro obtenido, por

lo que dichos residuos no contribuyen al espectro de

fluorescencia de la enzima, en cambio en NADP-GDH si se pro-

dujo un cambio en el espectro, y con valores de intensidad

elevados, con lo cual se podría decir que esta enzima posee

residuos tirosilo que contribuyen al espectro .
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4.3 . ESTUDIO DEL MECANISMO CINÉTICO .

La reacción catalizada por glutamato deshidrogenasa

(E C . 1.4 .1.3) implica, además de agua y un protón, dos sus -

tratos en la dirección de desaminación oxidativa y tres en

la de aminación seductiva :

L - glutamato + NAD + + H2O

2-oxoglutarato + NADH + NH4+ + H+

La enzima NAD-glutamato deshidrogenasa desempeña un

papel importante en el catabolismo de glutamato (Smith y

col ., 1975); sin embargo, se ha prestado poca atención al

mecanismo cinético de esta enzima halofílica y no hay datos

que hagan referencia a él .

Para realizar estudios de este tipo se emplean varios

métodos, entre ellos : velocidades iniciales, inhibición por

productos e inhibición por análogos de sustratos, que son

los que se han utilizado para NAD-GDH de H.haloblum, como se

verá a continuación .

4 .3 .1 . Estudio de velocidades iniciales .

En la Fig .26 se muestran los resultados obtenidos por

el método de velocidades iniciales para la reacción de desa-

minación oxidativa catalizada por NAD-glutamato deshidroge-

nasa de H.halobium ; como se puede observar, se obtuvieron

rectas intersectantes cuando se varió el sustrato NAD+ y se

mantuvo el glutamato a varias concentraciones fijas . Al re -

presentar glutamato como sustrato variable, con diferentes

concentraciones de NAD+ como sustrato fijo, de nuevo se ob-

tuvieron rectas intersectantes como se muestra en la Fig .27 .

Aunque estos resultados no revelaron nada sobre el orden de

9
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B: Representación de las pendientes
frente al inverso de la concentración de glutamato .

	

C : Re
presentación de las ordenadas frente al inverso del mismo
sustrato .
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al inverso del mismo sustrato .

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



adición de los sustratos, sí. permitieron excluir un meca-

nismo ping - pong, al menos como el camino principal, ya que

ninguna de las representaciones presentó un patrón paralelo,

y demostraron que antes de que se libere cualquiera de los

productos de la reacción se forma un complejo ternario entre

la enzima, glutamato y 1`IAD+, característico de un mecanismo

secuencial respecto a la adición de sustratos . Los datos

obtenidos del estudio de velocidades iniciales se ajustaron

a las ecuaciones i y 2, correspondientes a un mecanismo or-

denado en estado estacionario o a un mecanismo ordenado en

equilibrio, respectivamente :

	

-

v = VAB / (KaB + KbA + AB + KiaKb)

	

( 1 )

v = VAB / (KbA + AB + KiaKb)

	

( 2 )

El ajuste con el valor de "sigma" más bajo correspondió

a la ecuación i. Cuando los datos se ajustaron a dicha ecua-

ción, las constantes de Michaelis para FIAD+ (K a) y glutamato

(Kb) fueron 0 .32 ± 0 .02mM y 10 .8 t 0 .9mM respectivamente . La

constante de disociación para FIAD+ (Ki a ) fue 0 .40 ± 0.06mM.

El valor de K ia/Ka es 1.26 indicando que, para ambos patro-

nes de velocidad inicial, los puntos de intersección deben

estar por encima dei eje horizontal, por lo que la unión del

sustrato constante disminuye la K m aparente del sustrato va-

riable (Cleland, 1970) . Como se puede observar en ambas

Figuras, las representaciones secundarias de pendientes y

ordenadas, frente al inverso de la concentración del sustra -

to que se mantuvo fijo en cada caso, fueron lineales,

indicando que los sustratos se unen a una sola forma de la

enzima (Cleland, 1963c) .
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4 .3 .2 . Estudios_ de inhibición por producto .

Lo que se entiende por "inhibición por producto" es el

resultado de la formación de los mismos complejos que

aparecen cuando este producto es el sustrato de la reacción

inversa (Cleland, 1970), dando información adicional que no

es posible obtener con los patrones de velocidad inicial

(Cleland, 1977) . Los estudios de inhibición por producto se

realizaron para poder interpretar el orden de adición de los

sustratos y de liberación de los productos de la enzima . Del

mismo modo que en los patrones de velocidad inicial, los de

inhibición se completan representando las pendientes y/u or -

denadas frente a la concentración de inhibidor . La constante

de inhibición para las pendientes (Kis) o para las ordena-

das (Kii) son las intersecciones de tales representaciones

secundarias con el eje de abcisas (Cleland, 1970) .

Desamínación oxidativa .- Los resultados de estos estu-

dios se resumen en la Tabla 16, donde también se incluyen

las referencias de las Figuras correspondientes a cada caso .

Con 2-oxoglutarato como inhibidor y NAD{' o glutamato

como sustratos variables se obtuvieron comportamientos no

competitivos (Fig . 28A y 28B, respectivamente) . El sustrato

fijo correspondiente se mantuvo a una concentración insatu-

rante . Según indica esta Tabla, estas dos representaciones

no siguieron el modelo esperado, puesto que tenían que haber

dado acompetitivas . Cuando el amonio fue el inhibidor y

glutamato o NAD + los sustratos variables, se obtuvieron

inhibiciones no competitivas (Fig.29A y 29B, respectivamen -

te). La inhibición por el producto NADH fue no competitiva

con glutamato (Fig .29C) y competitiva con respecto a NADO'

(Fig . 30) . La inhibición competitiva indica una unión
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mutuamente excluyente del inhibidos (NADH) y sustrato (NAD+ )

y sugiere que se unen a la misma forma de la enzima (enzima

libre) . Por lo tanto, el NAD + puede ser el primer sustrato

que se une y NADH el último producto que se libera en la

reacción de desaminación (oxidación de glutamato) . Esto está

de acuerdo con los resultados de Frieden (1959) para

glutamato deshidrogenasa de hígado bovino con NADP+ y

NADPH; o para ambas GDHs de T .novellus (LéJohn y col .,

1968) ; para NADP - GDH de B .flavum (Shiio y Ozaki, 1970), o

para NADP- GDH de S .typh1murium (Coulton y Kapoor, 1973b) ; y

para otras deshidrogenasas (Hsu y col ., 1967 ; Orsi y

Cleland, 1972; Buzdygon y col ., 1973 ; Schimerlik y Cleland,

1977 ; Grimshaw y Cleland, 1981 ; Schrimsher y Taylor, 1984 ;

Nimmo, 1986 ; Carvajal y Kessi, 1988) .

Aminación seductiva . - Los resultados obtenidos del

estudio de las inhibiciones por producto para esta dirección

de la reacción se resumen en la Tabla 17, incluyendo las

referencias de las Figuras correspondientes .

La indicación de que NADH y NAD+ se unen a la enzima

libre se confirma también con los patrones de inhibición por

el producto NAD+ frente a NADH variable (Fig .31A), mante

niendo fijos a bajas concentraciones los sustratos 2- oxoglu -

tarato y amonio. La inhibición no competitiva por glutamato

con respecto a NADH (Fig .31B), amonio (Fig .32B) y 2 - oxoglu-

tarato (Fig . 33B) concuerda con el hecho de que el primer

producto que se libera en la reacción de aminación (síntesis

de glutamato) sea el glutamato . Así, los sustratos variables

no pueden impedir la combinación del inhibidor, y los puntos

de combinación de glutamato y por lo tanto sustratos están

conectados mediante una secuencia reversible (Segel, 1975) .

Del mismo modo, el NAD+ presentó inhibición no competitiva

con respecto al amonio (Fig .32A) y a 2 - oxoglutarato

(Fig .33A), en el sentido definido por Cleland (1963b), que

requiere una alteración de las pendientes y ordenadas de las

representaciones de Lineweaver -Burle . Los patrones obtenidos

son los correspondientes a un mecanismo ordenado.
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4 .3 .3 . Estudios de inhibición por análogos de

sustratos .

Budolph y Fromm (1969) demostraron la utilidad de estu-

diar el mecanismo cinético de sistemas de enzimas con tres

sustratos utilizando inhibidores competitivos de sustratos

junto con productos inhibidores . La ventaja de utilizar com-

puestos que compiten con los sustratos por el mismo centro

enzimático, en sistemas ordenados y a partir de una direc-

ción única, permite determinar la secuencia de adición de

los mismos y dan información definitiva de la naturaleza de

las interacciones entre la enzima y los sustratos (Fromm,

1967).

Se realizaron estudios utilizando glutarato e

hidroxilamina como inhibidores competitivos de 2-oxogluta-

rato y amonio, respectivamente, para NAD-glutamato deshidro

genasa de H.halobium en la reacción de aminación . Los tipos

de inhibición obtenidos con la realización de estos

experimentos se muestran en la Tabla 18. Bell y col. (1985)

mostraron que el glutarato (análogo de glutamato) era un

inhibidor competitivo con respecto a 2-oxoglutarato en la

reacción de aminación reductiva para glutamato deshidroge -

nasa de hígado bovino . Para MAD-GDH halofilica, el glutarato

es competitivo frente a 2-oxoglutarato (Fig .34A), no compe -

titívo frente a amonio (Fig .34B) y acompetitivo frente a

NADH (Fig .34C). La hidroxilamina es competitiva frente a

amonio (Fig.35A) y acompetitiva frente a MADH (Fig .35B) y

2-oxoglutarato (Fig.35C) . Estos resultados también están de

acuerdo con que el HADH sea el primer sustrato de la reac-

ción de amínación, ya que para ambos inhibidores presenta un

patrón acompetitivo (Fromm, 1975a); resultados similares se

obtienen con octopina deshidrogenasa de C.concholepas

(Carvajal y Kessi, 1988) y sus inhibidores correspondientes .

La inhibición acompetitiva por glutarato e hidroxilamina con

respecto a MADH indica que el punto de combinación del
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inhibidor competitivo está después del correspondiente al

sustrato variable (Cleland, 1970 ; Segel, 1975).

Además de los mecanismos al azar de equilibrio rápido y

ordenados, las enzimas terreactantes pueden mostrar otros

posibles mecanismos (Orsi y Cleland, 1972 ; Viola y Cleland,

1982) . Algunos de ellos han sido considerados con detalle

por Fromm (1967), y por Dalziel (1969) . Estos pueden descri-

birse como : a) adición al azar de los dos primeros sustratos

con la unión ordenada del tercer sustrato (parcial al azar

AB); b) adición obligatoria del primer sustrato seguida por

la unión al azar de los dos segundos sustratos (parcial al

azar BC); y c) unión al azar del primer y tercer sustratos

con la adición obligatoria del segundo sustrato (parcial al

azar AC) . De todos los posibles mecanismos secuenciales se

consideraron tres como más probables : el ordenado de estado

estacionario (esquema I), azar de equilibrio rápido y par-

cial al azar BC, que pueden identificarse por estudios de

velocidad inicial, inhibición por producto e inhibición

competitiva, o inhibición dead-end.

KAD+ L-glutamato MH4+ 2-oxoglutarato MADH

E

	

E

E-NAD+ E-KAD+-GLU E -NADH- KG E-KADH

E-KADH-KG-KH4+

(esquema I)

El mecanismo del esquema I, que corresponde a un meca-

nismo ordenado de estado estacionario (propuesto por Fahien

y Strmecki (1969a) para glutamato deshidrogenasa de hígado

bovino), predice que el primer producto que aparece debería

ser un inhibidor no competitivo con respecto a glutamato y

NAD+, mientras que el segundo producto debería dar un com-

portamiento acompetitivo (Segel, 1975) ; pero con glutamato
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deshidrogenasa de H.halobium todas las inhibiciones de 2-

oxoglutarato observadas fueron no competitivas . Resultados

similares obtuvieron Meek y Villafranca (1980) con glutamina

sintetasa de E .coli y los patrones correspondientes a la
inhibición por glutamina frente a glutamato y frente a MgATP

(a niveles saturantes de amonio y glutamato, respectivamen -

te), que también fueron no competitivos, sugiriendo varias

posibilidades para glutamina : o que se liberara de los

complejos centrales al azar con el fosfato, o que formara

complejos dead - end con los complejos transitorios enzima-

sustrato, o que se uniera a un centro alostérico inhibidor .

Carvajal y Kessi (1988) también mostraron resultados de este

tipo con octopina deshidrogenasa de C.concholepas y los

patrones no competitivos obtenidos al actuar como inhibido-

res arginina o piruvato frente a octopina, compatibles con

una eliminación al azar de arginina y piruvato en la

oxidación de octopina, o con un mecanismo secuencia¡ orde -

nado respecto a la liberación de productos y una combinación

dead- end del segundo producto (arginina o piruvato) con el

complejo E- MAD'} y/o la enzima libre. Para FIAD-GDH de

H.haiobium, como ya se ha dicho anteriormente, se obtuvieron

patrones no competitivos cuando el 2-oxoglutarato actuó como

inhibidor frente a RAD+ o glutamato a una concentración

insaturante del sustrato fijo correspondiente (glutamato

12mM (Fig .28A) 6 HAD+ 0 .25mM (Fig .28B)), persistiendo la

inhibición no competitiva cuando se aumentó la concentración

del sustrato fijo I"IAD+ a 2.5mM y de glutamato a l20mM

(Fig .36A y 36B, respectivamente), resultados que no concuer-

dan con un mecanismo totalmente ordenado .

Para el mecanismo al azar de equilibrio rápido (Engel y

Dalziel, 1969, ¡970) la interconversión de los complejos

centrales antes de que se liberen los productos es la etapa

limitante de la velocidad, y todos los reactantes son capa-

ces de formar complejos productivos con la enzima libre

(Engel y Chen, 1975) . Si los productos inhibidores se
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combinan únicamente con la enzima libre, todos los patrones

de inhibición deberían ser estrictamente competitivos
(C lela nd,1963b) . Los resultados experimentales para glutama-
to deshidrogenasa halofilica son claramente inconsistentes
con esta predicción .

La aparición de comportamientos no competitivos sugiere

o que el 2-oxoglutarato se libera de los complejos centrales

al azar junto con amonio o que forma complejos dead-end con

los complejos enzima-sustrato y/o la enzima libre. De hecho,

hay evidencia abundante de que las glutamato deshidrogenasas

forman complejos abortivos (Egan y Dalziel, 1971 ; Cross y

col ., 1972 ; di Franco e Iwatsubo, 1972; Engel y Chen, 1975),

lo mismo que otras deshidrogenasas (Fromm, 1961 ; Bradbury y

Jakoby, 1971; Wicken y col ., 1972), y otras enzimas (Hsu y

col., 1967 ; Barden y col ., 1972; Chang y Jones, 1974 ;

Schimerlik y Cleland, 1977 ; Kiik y col., 1984 ; Rao y col.,

1987) . Por lo tanto, es necesario examinar de nuevo el

mecanismo básico (esquema I) considerando la posibilidad de

formación de un complejo abortivo . Para ello se analizaron

los resultados obtenidos con los inhibidores competitivos en

la dirección de aminación . Los tipos de inhibición pro-

ducidos por glutarato : competitivo con 2-oxoglutarato, no

competitivo con amonio y acompetitivo con MADH, están de

acuerdo con los mecanismos ordenado y parcial al azar BC

(Fromm, 1979). Este comportamiento excluye el mecanismo al

azar de equilibrio rápido y el parcial al azar AC, ambos de

los cuales deberían dar un comportamiento competitivo y dos

no competitivos .

Si la unión de sustratos a la enzima fuera ordenada,

uno o más patrones con los inhibidores competitivos debería

mostrar inhibición acompetitiva (Fromm, 1967 ; Rudolph y

Fromm, 1969) . Los patrones de inhibición obtenidos con

hidroxilamina permiten ya una distinción entre las dos

posibilidades citadas anteriormente . Su efecto competitivo

con amonio y la inhibición acompetitiva con 2-oxoglutarato o
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KADH indican que el amonio se añade como el tercer sustrato

obligatorio . Este tipo de inhibición desecha el mecanismo

parcial al azar BC, ya que la inhibición mostraría de nuevo

los mismos tipos que con glutarato : competitivo, no competi-

tivo y acompetitivo (Fromm, 1967, 1979), y no es así. Esto

deja como única alternativa al mecanismo ordenado con algu-

nas modificaciones (Fromm, 1979).

El comportamiento de inhibición no competitiva presen-

tado por 2 - oxoglutarato parece necesitar la formación de un

complejo dead-end . En ausencia de formación de un complejo

dead-end se debería esperar que ocurriera únicamente un

efecto de ordenadas ; la presencia de un efecto adicional de

pendientes implica que 2 - oxoglutarato se combina con la

enzima libre o con la misma forma de la enzima que glutamato

(por ej . E-FIAD+), como ocurre con isocitrato deshidrogenasa

de Azotobacter vinelandii (Wicken y col., 1972) .

La existencia de un complejo dead-end del tipo E-HAD+ -

2-oxoglutarato (esquema II) debería justificar el compor -

tamiento no competitivo de 2-oxoglutarato con respecto a

KAD+ (Engel y Chen, 1975) mejor que el acompetitivo

predicho . Sin embargo, el patrón no competitivo del 2-

oxoglutarato frente a FIAD+ para glutamato 12QmM (Fig . 368)

elimina esta posibilidad, ya que la saturación debería

eliminar el efecto de pendientes .

FIAD + L-glutamato HH4+ 2-oxoglutarato KADH

E E

E-FIAD+ E-KAD+-GLU E-KADH-KG E-KADH

E-KADH-KG-KH4 +

FKG

E-FIAD+-KG

(esquema II)
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Las inhibiciones no competitivas frente a todos los

sustratos también se observarían si 2 - oxoglutarato formase

un complejo dead - end con la enzima libre (esquema III) .

NAD + L-glutamato KH4+ 2 - oxoglutarato NADH

E-NAD+

	

E-NAD+-GLU

	

E-NADH-KG

	

E-NADH

<- KG

	

E-NADH-KG-NH4+

E- KG

E

(esquema III)

La saturación con NAD+ debería evitar la formación de

E-2-oxoglutarato y eliminar el efecto de la pendiente, pero

en los patrones no competitivos de 2-oxoglutarato frente a

glutamato el efecto de la pendiente en realidad aumenta

cuando la concentración del sustrato fijo NAD+ aumenta desde

0 .25mM (Fig .28B) a 2 .5mM (Fig .36A). Sin embargo, si se supo-

ne que NAD+ y 2-oxoglutarato se unen a diferentes subcentros

de la enzima, saturando con NAD+ no se puede evitar

completamente la combinación de la enzima libre y el 2 -

oxoglutarato~ y los resultados obtenidos se pueden justificar

por el esquema III .

Por lo tanto, se ha propuesto que el mecanismo cinético

que sigue la NAD-glutamato deshidrogenasa de H.halobium

implica una unión ordenada de NAD+ y glutamato seguida por

la liberación ordenada de amonio, 2-oxoglutarato y NADH, con

la formación de un complejo abortivo (E-2 - oxoglutarato)

(esquema III) (Bonete y col ., 1989).

En la deducción del mecanismo han sido determinantes

las observaciones siguientes :
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(1) Los patrones de velocidad inicial para HAD + frente

a glutamato, y glutamato frente a NAD'~ son intersectantes .

(2) KADH es un inhibidor competitivo frente a HAD+ y un

inhibidor no competitivo frente a glutamato, indicando que

tanto FIAD-" como KADH se unen a la enzima libre .

(3) La hidroxilamina es un inhibidor competitivo frente

a amonio, y acompetitivo frente a 2-oxoglutarato y KADH. Por

lo tanto, el orden de adición de sustratos en la reacción de

aminación es KADH, 2 - oxoglutarato y amonio .

(4) El glutarato es un inhibidor competitivo frente a

2-oxoglutarato, acompetitivo frente a KADH y no competitivo

frente a amonio, confirmando el orden de unión de los

sustratos propuesto en (3) .

(5) Los patrones no competitivos de 2-oxoglutarato

indican la formación de un complejo abortivo entre la enzima

libre y 2 - oxoglutarato .
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9.4. EFECTO DEL pH, TEMPERATURA Y CONCENTRACION SALINA EN

LOS PARAMETROS CINE TICOS.

4 .4 .1 .- Efecto del pH en los parámetros cinéticos .

No resulta sorprendente imaginar que el pH influya en

la velocidad de una reacción catalizada por una enzima, dado

que los centros activos de las enzimas están compuestos,

frecuentemente, por grupos ionizables que se supone que

están en la forma iónica más apropiada para mantener la

conformación del centro activo, unir a los sustratos o cata-

lizar la reacción . Además, uno o más de los sustratos

también pueden contener grupos ionizables y sólo puede unir-

se a la enzima o experimentar catálisis una forma iónica de

ese o esos sustratos . Los valores de pK de los grupos proto-

trópicos del centro activo se pueden determinar a menudo

mediante las representaciones de Dixon, midiendo la

dependencia de los logaritmos de las variables cinéticas

aparentes Vmáx/Km y Vmáx con el pH (Segel, 1975) . Mientras

que las medidas de velocidad a concentraciones elevadas de

sustrato dan los pKs de los complejos ES, las medidas a

concentraciones de sustrato muy bajas pueden dar los pKs de

la enzima libre y sustrato (Dixon y Webb, 1979a).

Muy a menudo, la sensibilidad de la enzima con el pH es

una indicación de la existencia de un grupo ionizable en el

centro activo de dicha enzima, pero puede ser también medida

de algún cambio en la estructura terciaria de la enzima que

afecte al centro activo ; por esta razón, la sensibilidad de

la actividad enzimática con el pH debe interpretarse con

cuidado ; incluso en el sistema más sencillo los valores
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de pK obtenidos son constantes moleculares relativamente
complejas (Tipton y Dixon, 1979).

Se analizó el efecto del pH en los parámetros cinéticos
de ambas glutamato deshidrogenasas de H.haloblum en la di -

rección de aminación seductiva . Para ello se prepararon

tampones con una escala de pHs comprendida entre 6.5 y 10 .0,

a una concentración 0.1M conteniendo HaCl 4M ; fosfato sódico

de pH 6.5 a 7 .5, Tris -HC1 con pHs entre 7 .5 y 9.0 y glicina-

NaOH de pH 9.0 a 10.0 . La determinación de las actividades a

cada pH se realizó variando la concentración de cada uno de

los sustratos y manteniendo fijos los otros dos a concentra-

ciones óptimas, fijando la temperatura de reacción a 40ºC .

En la Tabla 19 se muestran los valores de Km y Vmáx de
la enzima FIAD - GDH para cada uno de los pHs ensayados . Dichos

valores se obtuvieron ajustando los datos a la ecuación

v = VA / K + A mediante el programa de Cleland correspon-

diente ("Materiales y Métodos") . 5e aprecia un máximo de

velocidad para NADH a pH 9 .0, lo mismo que para 2-oxoglu-

tarato, y en cambio para el amonío, a pH 8.5 . Respecto a los

valores de las afinidades de los tres sustratos se muestra

que el 2-oxoglutarato presenta su máximo a pH 6 .5, mientras

que NADH tiene su máxima afinidad a pH 8 .5 y el amonio a pH

9 .0 . Se analizaron las representaciones de Dixon para los

tres sustratos de la aminacíón seductiva, ajustándose a las

ecuaciones de Cleland (1979) referidas en el apartado de

"Materiales y Métodos". Para un mecanismo en el cual el sus-

trato se une únicamente a la forma correctamente protonada

de la enzima, el perfil de V será independiente del pH y los

valores de pK para los grupos catalíticos y de unión se

verán sólo en los perfiles de V/K (Cleland, 1977 ; Cook y

Cleland, 1981) . Pero como se podrá observar en las Figuras,

este no es el caso, por lo que la velocidad máxima si es

dependiente del pH (Fig.37) . Para el NADH se debe aplicar la

ecuación 7, obteniéndose un pK aproximado de 6 .9 ; para el

2-oxoglutarato se ajusta a la ecuación 6 y da valores de pK
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de 6 .93 y 10 .74, y para el amonio, la curva disminuye por
debajo y por encima de un máximo, por lo que también se

utiliza la ecuación 6 .

El perfil del log V/K para NADH muestra que la unión de

este sustrato a la enzima es dependiente de dos pKs (ec . 6),

con valores de 6 .96 para pKa y de 9.35 para pKb (Fig .38) . El

correspondiente a 2-oxoglutarato se ajusta mejor a la

ecuación 8, disminuyendo para valores altos de pH, y en

cambio para el amonio sólo disminuye para valores bajos de

pH, obteniendo un valor de pK de 6.98 cuando se ajusta a la

ecuación 7 .

El mecanismo cinético para NAD-GDH de H.halobium es

predominantemente ordenado con la adición de NADH, 2 -

oxoglutarato y amonio a la enzima en este orden (Bonete y

col ., 1989) . Como resultado, la forma predominante presente

bajo las condiciones de V/KNADH es la enzima libre, mientras

que V/KKG representa a E-NADH y V/Kamonio a E-NADH-KG .

En la práctica es muy difícil relacionar los pKs

determinados experimentalmente con un resíduo de aminoácido

particular en la molécula de enzima ; la explicación de este

problema está asociada a dos factores : el entorno del grupo

funcional y el efecto de la unión de hidrógeno (Fromm,

i975c; Dixon y Webb, 1979a) ; además el hecho de que un grupo

en la enzima tenga el mismo valor que un grupo químico

conocido no demuestra su identidad con ese grupo, ya que

otros grupos pueden tener valores similares de pK (Dixon y

Webb, 1979a) . A pesar de esto, parece probable suponer que

un grupo no protonado, seguramente un imidazol de un residuo

de histidina, esté implicado en la unión de cualquiera de

los tres sustratos de la NAD - GDH de H.haloblum . Ya que la

histidina es el único resíduo presente en proteínas con un

pK en esta región, puede deducirse que este aminoácido es

importante en la combinación del sustrato con la enzima

libre así como en la catálisis (Balcom y Fitch, 1970).
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Además, también puede estar implicado un grupo protonado,

probáblemente un e -amino de un residuo de lisina, o bien

un hidroxilo fenólico de tirosina o un grupo tiol de una

cisteína, puesto que cualquiera de ellos presenta un pK en

la región de los pKb encontrados para los sustratos de la

enzima .

En la Tabla 20 se muestran los valores de Km y Vm áx de

la KADP- GDH de H.halobium para cada uno de los pHs y

ajustándolas a la misma ecuación de Cleland (1979), como en

la otra enzima . En el caso de NADPH y 2-oxoglutarato se

puede observar la afinidad máxima para un pH de 6 .5,

mientras que las Vm áx están a pH 7.5 y 9.0, respectivamente,

y para el amonio, el máximo de afinidad está a pH 8 .5

mientras que la Vmáx la tiene a pH 7 .5 . Mediante las

representaciones de Dixon para los tres sustratos de la

aminación seductiva se aprecia una dependencia de la

velocidad máxima con el pH (Fig . 39) . En los tres casos debe

utilizarse la ecuación 6 de "Materiales y Métodos", dada la

forma de la curva .

El perfil del log V/K para amonio muestra que la unión

de este sustrato a la enzima es dependiente de dos pKs (ec .

6), con valores de 7 .62 y 8 .7 para pK a y pKb, respectiva

mente (Fig . 40), mientras que los correspondientes a NADPH y

2-oxoglutarato se ajustan a la ecuación 8, disminuyendo para

valores altos de pH . La enzima NADP-GDH de H.halobium parece

contener un grupo no protonado que está implicado en la

unión de cualquiera de los tres sustratos, probablemente un

imidazol de un residuo de histidina, como en el caso de la

KAD -GDH, pero además también se supone la presencia de un

grupo a-NH2 de un aminoácido terminal para la unión del

amonio . También puede contener un grupo protonado,

probablemente un e - amino de un resíduo de lisina,
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para favorecer la unión de cualquiera de los tres sustratos,

o un grupo hidroxilo fenálico de tirosina, o un tiol de un

residuo de cisteina, igual que ocurre en la NAD- GDH, y la

distinción entre un grupo u otro se haría a continuación

mediante los calores de ionización de cada uno de ellos . En

la Tabla 21 se resumen todos los valores de pK obtenidos pa-

ra las dos enzimas glutamato deshidrogenasas de H.halobium .
A la vista de estos datos se pueden comparar ambas enzimas,

en donde los valores de las constantes macroscópicas de

disociación son parecidos y, por tanto, el tipo de resíduos

que contienen son prácticamente los mismos .

La razón V/K para un sustrato es la constante de

velocidad aparente de primer orden en la reacción del

sustrato variable con la enzima cuando el sustrato variable

está a niveles próximos a cero, debiendo considerar cuatro

factores: 1) La proporción de sustrato en la forma correcta

para reaccionar, y esta proporción será dependiente del pH

si se requiere una forma concreta de protonación para la

unión y/o la actividad . 2) La proporción de enzima en la

forma correcta para reaccionar, y esta proporción es

dependiente del pH únicamente cuando un estado de

protonación de un grupo permite la unión y/o la catálisis .

3) La constante de velocidad bimolecular por combinación de

enzima y sustrato. Esta constante, probablemente, no será

dependiente del pH . 4) La fracción del complejo de colisión

que reacciona para dar productos, opuesto a la disociación,

y esta fracción será dependiente del pH siempre que la unión

no lo sea (o lo sea parcialmente), pero la reacción

catalítica requiere uno o más grupos de la enzima o sustrato

que estén en un determinado estado de protonación (Cleland,

1982). Así, en los perfiles de V y V/K se observa prácti-

camente un mismo pK para los sustratos de la NAD-GDH
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Valores de las constantes macroscópicas de disociación para

los tres sustratos de NAD- y NADP - glutamato deshidrogenasa

de Halobacterlum halobium . Reacción de aminación .

TABLA 21

FIAD -GDH

Parámetro pKa

NADP-GDH

± S .E . pKb t S .E .

VNADPH 6 .39 ± 0 .16 9 .85 ± 0 .12

V2-KG 6 .45 ± 0 .17 10 .10 ± 0 .45

Vamonio 6 .40 ± 0 .20 10 .19 ± 0 .23

V/KNADPH --- 10 .01 ± 0 .16

V/K2-KG --- 9 .18 ± 0 .15

V/Kamonio 7 .62 ± 0 .36 8 .70 ± 0 .34

Parámetro pKa ± S .E . pKb ± S .E .

VI,IADH 6 .90 ± 0 .07

V2-KG 6 .93 ± 0 .19 10 .74 ± 0 .93

Vamonio 6 .79 ± 0 .26 10 .12 ± 0 .93

V/KNADH 6 .96 t 0 .60 9 .35 ± i .47

V/K2-KG --- 9 .55 ± 0 .15

V/Kamonio 6 .98 ± 0 .11 ---
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de H .halobiurr, entonces probablemente el punto 4 sea el res-

ponsable, mientras que en la NADP-GDH de H.halobium sólo se

ve an el perfil V y no en el V/K para dos de los sustratos,

por lo que es posible que 1 ó 2 sean la causa.

Con la enzima de hígado bovino (Rife y Cleland, 1980a)

aparece un pK de 9 .05 en el perfil del log V/K para el

amonio, mostrando una disminución de la curva por debajo de

este valor . Con L-alanina deshidrogenasa de Bacillus

subtllis (Grimshaw y col ., 1981) aparece el mismo tipo de

curva para ese sustrato. En la NADP - GDH de H.halobium, el

perfil del log V/K para el amonio da un pKb de 8.70 con

pendiente negativa lo que significa que requiere un grupo

protonado para que la reacción se produzca.

En la GDH bovina (Deppert y col ., 1973) se encontró un

grupo protonado relacionado con la unión del 2-oxoglutarato,

atribuyéndoselo a un grupo e - amino de un residuo de

lisina, como en el caso de las dos enzimas de H .halobium, en

cambio la bovina presentó una particularidad : la unión del

PIADH fue independiente del pH en la región de pHs ensayada,

cosa que no ocurre con las de H.haloblum . Para la GDH de hí -

gado bovino también se ha encontrado que posee dos lisinas

muy reactivas, los resíduos 126 y 27 con pKs bajos, de

7 .7 - 7 .8 y 8 .2, respectivamente (Bife y Cleland, 1980a). Una

de ellas se une al C-5 de glutamato o 2-oxoglutarato y la

otra actúa como catalizador ácido-base, donando un protón al

oxigeno del carbonilo del 2-oxoglutarato durante la adición

de amonio, que reacciona como NH3 para formar carbinolamina .

Rife y Cleland han comentado el hecho de que los grupos

mostrados en los perfiles de pK para cetoácidos tienen pKs

diferentes a los perfiles de V/K para los aminoácidos . Así,

la lisina que se une al 5-carboxilo de los sustratos

dicarboxílicos tiene un pK de 7 .9 en E-NADPH, y de 8 .7-9 .3

en E-KADP+, y la lisina que actúa como un catalizador ácido-

base tiene un pK de 7 .6-8.0 en E - HADP + , pero un pK por

encima de 10 en E-HADPH.
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4 .4 .2 . Efecto

cinéticos .

de la temperatura en los parámetros

Un parámetro importante

cualquier sistema enzimático

que actúa dicho sistema . Una

la temperatura, normalmente, muestra un máximo algunas veces

llamado "temperatura óptima" . La verdadera "temperatura óp-

tima" para un ensayo es la temperatura máxima a la que la

enzima presenta una actividad constante en un período de

tiempo al menos tan largo como el tiempo del ensayo. Las

referentes al comportamiento térmico de los

enzimáticos son interesantes, pues proporcionan

sobre la naturaleza del proceso catalítico y

las pautas para la adecuada manipulación de

enzimáticos (Segel, 1975) . En general, cuando

a temperaturas elevadas sufre una

biológica que es el refle jo de la

de la estructura trídimensional bien definida

enzimas nativas, sin alteración de la

de aminoácidos .

propiedades

sistemas

información

además marcan

tales sistemas

una enzima se somete

pérdida de actividad

modificación

que poseen las

secuencia primaria

a determinar en el estudio de

es la temperatura óptima a la

representación de "v" frente a

La mayoría de las reacciones químicas aumentan su velo -

cidad al aumentar la temperatura . Un aumento de este

parámetro implica una mayor energía cinética para las molé

culas reactantes, dando lugar a un mayor número de colisio-

nes eficaces por unidad de tiempo, y la velocidad de una

reacción química homogénea depende de la frecuencia de las

colisiones entre las moléculas reaccionantes . Pero la

frecuencia de las colisiones no se suele igualar a la

velocidad de la reacción, ya que sólo una pequeña proporción

de las colisiones ocurre con suficiente energía para promo -

la reacción (Segel, 1975) . La energía mínima requerida

que tenga lugar la reacción se denomina "Energía de

Activación", pudiéndose aplicar la teoría de Arrhenius en la

ver

para
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que se establece una relación entre la constante de

velocidad

	

y

	

la

	

energia

	

de

	

activación

	

del

	

proceso

	

(Ea) :

k A e -Ea/RT

siendo : k, la constante de velocidad .

A, una constante de proporcionalidad .

Ea , energía de activación .

Una representación de log k frente a i/T dará la Ea del

paso catalítico . En la práctica puede representarse el

logV máx ya que la Vmáx de una preparación dada es propor

cional a k ' (Segel, 1975). En este caso se ha representado el

log Vmáx frente a i/T para cada uno de los sustratos . de la

aminación reductiva de la NAD-GDH de H.haloblum (Fig . 4i) .

El rango de temperaturas utilizado fue de 302C a 70ºC . Las

concentraciones de los sustratos fueron NADH 0.3mM, 2-oxo-

glutarato 30mM y amonio l50mM variando, en cada caso, uno de

los sustratos y dejando fijos los otros dos . El tampón

utilizado fue glicina-NaOH 80mM pH 9 .4 conteniendo NaCl 3.2M

y AEDT 2.6mM. Las medidas espectrofotométricas se realizaron

con ayuda de un sistema de termostatización conectado al

espectrofotómetro .

En el caso del NADH se obtuvo una línea recta cuya

pendiente dió un valor para Ea de 5.65 Kcal/mol. Los valores

de las constantes cinéticas, para los tres sustratos de la

GDH halofílica FIAD -dependiente en la dirección de aminación,

se muestran en la Tabla 22 con sus errores estándar obteni-

dos mediante la aplicación de la ecuación v = VA / K+A de

los programas de Cleland (1979) . Tanto el NADH como el 2-

oxoglutarato presentaron su afinidad máxima a 50ºC ; en

cambio para el amonio estuvo a 30ºC, aunque el valor de Km

210

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



0.20

-0.04

-0.7#

Sustrato ; 2-oaojlutarato

1/T : 10E3

Ss"trato : Am9Aio

Sustratos NADH

Figura 41

1/T z 10E3

Representación de Arrhenius para los
tres sustratos de la reacción de
aminación catalizada por NAD-GDH
de H.halobium .

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



V
a
r
i
a
c
i
ó
n

de
lo
s

p
a
r
á
m
e
t
r
o
s

c
i
n
é
t
i
c
o
s

Km
y

V
m
á
x

de
lo
s

tr
es

s
u
s
t
r
a
t
o
s

de
la

r
e
a
c
c
i
ó
n

de

ar
ni

na
c
ió
n

r
e
d
u
c
e
iv
a

Ca
ta

l
1
Z
a
d
a

po
r

N
A
D
-
g
l
u
t
a
m
a
t
o

d
e
s
i
l
l
d
r
o
g
e
n
a
s
a

de
Ha

l
o
b
a
(
"
t
P
t
'
1

i!
ti
l

t?
.
=
3
I

c?
.i
'

1
L
1
1
T
J

. :
i

I

va
ri
ar

,
la

t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
a

.

2
-o

xo
gl
ut
ar
at
o

	

Am
on
io

	

N
A
D
N

T
A
B
L
A

22

t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
a

es
tá

d
a
d
a

en
QC

.

Tr
a

K
m

±
A
K
M

V
m
á
x

±A
Vr

ná
x

K
rr1

±A
Kr

n
vr
ná
y
±
w
m
á
x

Km
±A
Kr
n

v
rn
áx
~_
bv
rn
á.

,;

30
8

.3
±

1
.1

0
.2
01

±
0
.0
10

6
7

±
3
6

e)
.1

6
±

C)
.0
3

2
8

*
4

C)
..

1I
R
9

C)
e)

C)
C-
11

4
C)

14
.2

±
C)

.8
0
.3
82

±
0
.0
11

1
7
7

±
30

C)
.5

3
±

C)
.0
5

2
9

±
4

0
.3

1
1

t
')

.(
,)1

C)

50
6
.3

±
0
.5

0
.3
34

±
0
.0
08

21
3

+
42

0
.7
0

±
0
.0
8

13
.2

±
0
.5

c.)
.3

44
6

±
0
.0

01
3

60
17

±
3

0
.5
5

±:
0
.0
5

18
6

+
57

C)
.6
7

*
0
.1
2

22
.8

±
1
.8

C)
.4
75

+
C)

00
8

70
7

.2
±

1
.3

0
.5
4

±
0

. 0
3

27
1

*
32

1
.2
2

±
0

.
10

28
t

5
0
.6

0
t

(:)
, (

),_
'

Lo
s

v
a
l
o
r
e
s

de
K m

de
l

2
-
o
x
o
g
l
u
t
.a
ra
to

y
a
m
o
n
i
o

e
s
t
á
n

e
x
p
r
e
s
a
d
o
s

en
m
M

;
lo

s
de

NA
DE

,
en

)i
m

.
La

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



obtenido no puede considerarse demasiado fiable, debido al

error estándar tan elevado que aparece . Las representaciones

del log V má x frente a 1/T no fueron lineales en el caso de

2 - oxoglutarato y amonio, lo que podría significar que a

diferentes temperaturas hay distintas etapas de la reacción

que son limitantes (Segel, 1975); o dicho de otra forma, que

hay más de una etapa implicada en la unión de la enzima con

el sustrato en cuestión (Borgmann y col ., 1975) . En el caso

de NAD- GDH de H.halobium, surge además el problema de que

los sustratos se ionizan (el 2 - oxoglutarato y el amonio) y,

por tanto, la temperatura afectará tanto al valor de Ka de

éstos como a los grupos del centro activo de la enzima

(Segel, 1975) .

No hay una correlación entre el aumento de la

concentración de sustrato y la temperatura, ya que en el

caso de 2-oxoglutarato y NADH, la menor concentración de

sustrato para producir el 50% de la Vmáx se obtuvo a 50ºC,

mientras que para amonio fue a 302C y no aumentó progresi-

vamente al aumentar la temperatura (no se observó ningún

orden) ; Wada y col . (1987) con la fosfodiesterasa de hígado

de ternera si obtuvieron una correlación entre la

concentración de sustrato y la temperatura . Estos autores

también investigaron los efectos de la temperatura en las

transiciones alostéricas y en la actividad catalítica de la

enzima estimulada por cGMP, llegando a la conclusión de que

las bajas temperaturas promueven transiciones a estados de

afinidad bajos . Observaron que K a (constante de activación)

aparente para el cGMP disminuía al hacerlo la temperatura,

con lo cual la afinidad del efector aumentaba al bajar dicha

temperatura. También observaron que la actividad catalítica

(Vmáx) y K m aparente para cAMP y la hidrólisis de cGMP

aumentaban con la temperatura, y lo mismo ocurría con el

coeficiente de Hill .
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Cuando se

obtuvo

tratos, lo

las Km están

velocidad .

representaron los log Km frente a 1/T no se

un comportamiento lineal con ninguno de los tres sus-

que indica, según Laidler y Peterman (1979) que

controladas por más de una constante de

A partir del valor de Ea obtenido se pueden calcular

los valores de la entalpía (AH*), la entropía (AS* )

y la energía libre (AG*) del estado activado, según las

ecuaciones :

siendo :

18 .93

para

que la

temperatura,

AH * = E a - RT

AG* = RT [ In KBT/h - In K

TOS * = AH* - AG*

KB = cte . de Boltzmann = 1 .38 x 10 -16 ergsK-1.

h = cte. de Planck = 6.624 x 10-27 erg.sg.

R = cte . d e los gases = 1 .987 cal.K-1 .mol -1 .

A una temperatura de 40ºC, los valores obtenidos para

la HAD-GDH de H.halobium fueron : 5.03 Kcal/mol para AH * ,

0 .17 Kcal/mol para AG* y -44.4 ± 0.5 cal/mo1K -1

AS*. También se obtuvo el valor del llamado

"coeficiente de temperatura", Q10, que es el factor por el

constante de velocidad aumenta al aumentar IOºC la

siendo 1 .33 para esta enzima .

Cuando hay más de un sustrato los valores de Vmáx y Km

de Arrhenius, ya que son

de velocidad individuales,

predomina alguna de las

y Peterman, 1979) . En la

cumple para la coenzima, y

no siguen necesariamente la ley

combinaciones de las constantes

pero dicha ley puede aplicarse

constantes de velocidad (Laidler

enzima NAD-GDH halofílica sólo se

21 4
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ésta es la razón de que se haya obtenido la Ea a partir de

ella . En la bibliografía no se han encontrado estudios del

efecto de la temperatura en los parámetros cinéticos de

glutamato deshidrogenaras, por lo que no se puede hacer

comparaciones con la NAD - GDH de H.halobium .

4 .4 .3 . Efecto de l as sales e n los parámet ros cinét icos .

Se realizaron una serie de estudios con NAD - GDH de

H.halobium variando la concentración y el catión de las sa-

les presentes en el medio de reacción, utilizando NaCI y

KC1, con el fin de observar el comportamiento de los sustra-

tos frente a dichas sales en las distintas concentraciones y

las variaciones de sus parámetros cinéticos .

Cuando se trabajó en la aminación reductiva se utilizó

tampón glicina-NaOH OAM de pH 9 .4 conteniendo AEDT 3.25mM y

la sal correspondiente. Los sustratos se variaron de forma

que dos de ellos se mantuvieron fijos mientras que el terce-

ro osciló en un rango dado de concentraciones . Dicho rango

fue 2mM - 30mM para 2 - oxoglutarato ; 25mM-200mM para amonio ; y

0.94pM - 30.OpM para MADH, siendo las concentraciones de los

sustratos fijos correspondientes en cada caso : 0.3mM para

MADH, 105mM para amonio, y 20mM para 2-oxoglutarato. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 23 para NaCl y

en las Tablas 24A-24C para KCi . En ellas se puede observar

que el sustrato 2-oxoglutarato aumentó su Vmáx con la

concentración de HaCI, mientras que en KC1 presentó su valor

máximo a una concentración de 1 .5M ; la afinidad, en cambio,

disminuyó a medida que aumentó la concentración de HaCI, y

en KC1 este sustrato tuvo valores de afinidad semejantes en

todas las concentraciones . Comparando los datos obtenidos
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Var1ac1 ">n de los parámetros cinéticos KM I VrA3x del sustrato

2 - oxoglutarato en la reacción de aminación reductiva cata-

11Zada por hIAD' - g .utama-1o desl71dr1Jgenasa de Ha] UbaC.te¡'1um

117a1 C7b1 um al var1ar la concentr'ac lón de KC1 .

"TABLA 24A

[KC1 ] (M) Km ± AK m Vmáx ± ~Vmáx

Ci . 7 5 4 . 8 ± 1 . 2 01 . 8 8 ± 0 . 0 9

1 .50 5 .4 ± 0 . 9 1 . 04 ± 0 . 07

2 . 00 3 . 5 ± 1,1 C) . 66 ± C) . 06

2 . 5 C> 2,4 ± C) . 4 C) . 6 6 ± 0 .02

3 . 0C) 2 . 3 + C) . 3 0 .543 ± 0 .014

,: .50 4 .0 ± 0 .3 0 .482 ± 0 .012

4 .00 2 .5 ± 0 .3 0 .497 ± 0 .014

Unidades de Km : mm . Unidades de Vmáx : U/ml .
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TABLA 2 4B

Variación de los parámetros cinéticos Km y Vmáx del sustrato

amonio en la reacción de aminación reductiva catalizada por

HAD - glutamato deshidrogenasa de Halobaeterium halobium al

variar la concentración de KC1 .

Unidades de Km : MM .

	

Unidades de Vmáx : U/ml .

[KC1 ] (M) Km ± &Km Vmáx ± ávmáx

0 .75 204 ± 27 2 .09 ± 0 .16

1 .50 160 ± 18 1 .79 ± 0 .11

2 .00 313 ± 113 2 .0 ± 0 .5

2 .50 606 ± 184 3 .6 ± 0 .9

3 .00 268 ± 18 1 .71 ± 0 .07

3 .50 262 ± 27 1 .93 ± 0 .13

4 .00 417 ± 61 2 .5 ± 0 .3

Caracterizacion de dos glutamato deshidrogenasas de Halobacterium. Monica Camacho Carrasco.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1989.



TABLA 24C

Variación de los parámetros cinéticos Km y Vmáx del sustrato

NADH en la reacción de aminación reductiva catalizada por

NAD - glutamato deshidrogenasa de Halobacterium halobium al

variar la concentración de KC1 .

[KC1 ] (M ) K m ± AKm Vmáx ± AVmáx

0 .25 30 ± 3 2 .26 ± 0 .14

0 .35 38 ± 8 4 .3 t 0 .8

0 .55 90 ± 50 8 .2 ± 3 .6

0 .75 6 .8 ± 0 .8 2 .08 ± 0 .11

Unidades de Km : pM . Unidades de Vmá x : U/ml .
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con ambas sales, se observó que las afinidades fueron más
pequeñas en KaCI que en KC1 . Por otro lado, el amonio
consiguió su máxima afinidad a 0 .25M - 0 .75M de NaCI, mientras
que la V m á x se obtuvo a 4M de esta sal . Con KCI, la Vmáx
estuvo a 2 .5 M, mientras que la afinidad más elevada para
este sustrato fue a 1 .5M de sal . Volviendo a comparar ambas
sales, las afinidades del amonio en KC1 fueron menores que
en KaCI . Para NADH, las actividades catalíticas con HaCI
fueron inferiores a las correspondientes con KC1 (en todos
los casos) ; a concentraciones de KCI mayores de 0 .75M
presentó un comportamiento distinto a los demás sustratos,
encontrándose una curva cóncava hacia abajo en la represen-
tación de Scatchard, corno se puede apreciar en la Fig .42,
mientras que a concentraciones menores, la representación

fue una linea recta (Fig .43) . A la vista estos resultados se

puede decir que la unión del b1ADH presenta cooperatividad

positiva a concentraciones de KC1 1M, 2M y 3M, mientras que

para concentraciones pequeñas la cooperatividad desaparece.

Existen, por tanto, interacciones heterotrópicas positivas

entre la coenzima y KC1 . Estas interacciones pueden provocar

cambios conformacionales en la proteína (Heet, 1980) . Los

efectores alostéricos poseen centros de unión distintos (y a

veces distantes) del centro activo, por lo que la unión de

uno de estos efectores al centro alostérico altera las

propiedades catalíticas del centro activo.

Según el modelo concertado de Monod y col . (1965),

podría considerarse que la enzima presenta dos confor -

maciones diferentes que están en equilibrio en presencia de

concentraciones elevadas de KC1, y dicho equilibrio se

desplaza hacia el estado de unión más favorecido, de forma

que se puedan asociar más moléculas de NADH. Si se considera

el modelo secuencial de Koshland y col . (1966), el KCI puede

unirse a una conformación A o a una B y estabilizar o

desestabilizar la conformación de unión preferida por el

ligando (el RIADH) . Ya que los cambios conformacionales en
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Representación de Scatchard para el
sustrato NADH de la reacción de ami
nación catalizada por NAD-GDH de _H .
halobium, a tres concentraciones de
KCl, indicando cooperatividad posi-
tiva.
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(YC1) - 0.2 Set
Suwtrato variable " NADH

V

Figura 43 : Representación de Scatchard para el sustrato
NADH de la aminación reductiva catalizada
por la enzima NAD-GDH H.halobium a una conce_n
tración de KC1 0.25M, observándose ausencia
de cooperatividad .
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este modelo se consideran inducidos por el ligando, el

efector puede inducir a una nueva conformación con propieda -

des diferentes que las obtenidas por el sustrato solo . Esta

posibilidad da lugar a múltiples consecuencias que son

suficientes para explicar la mayoría de las observaciones,

pero no son fácilmente analizables en términos de

consideraciones moleculares sencillas .

Malato deshidrogenasa de H.haloblum (Cadenas, 1985 ;

Cano, 1987) presentó cooperatividad negativa al variar el

sustrato oxalacetato, a una concentración 2M de KC1, pero al

disminuir a 1M esta cooperatividad desapareció . Con alanina

deshidrogenasa de H.halobium (Sahagún, 1988) también se

obtuvo este comportamiento, pero de forma distinta : en la

dirección de desaminación oxidativa, cuando el medio de

reacción contenía KC1 1 .5M hubo cooperatividad positiva ; en

cambio, a 3 .6M desapareció .

Como se puede apreciar en las Tablas, para una

concentración salina determinada los valores de Vmáx
obtenidos con los tres sustratos de la aminación catalizada

por NAD-GDH de H.halobium no fueron iguales, por lo que di -

chos valores de Vmáx obtenidos no pudieron ser tratados como

verdaderos valores de Vmáx, sino sólo como valores aparen -

tes, indicando que las concentraciones de los sustratos

fijos no fueron completamente saturantes (Aitken y col.,

1970).

En el sentido de desaminación oxidativa para la misma

enzima se utilizó tampón glicina-NaOH U.1M de pH 9 .0 conte-

niendo AEDT 3 .25mM y la sal correspondiente . Para realizar

estos ensayos se mantuvo NAD+ a una concentración fija de

3mM mientras que el glutamato se varió en un rango dado de

concentraciones, de 5mM a 50mM . Por otro lado, también se

mantuvo fijo el glutamato a una concentración de 50mM va -

riando NAD+ en un rango de concentraciones comprendido entre

0 .6mm y 4 .5mM. Los valores obtenidos de los parámetros

cinéticos se muestran en las Tablas 25 y 26 con NaCI y KC1,
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respectivamente . Para el glutamato las variaciones de

afinidades pasaron por dos tramos en NaCl ; en el primero

ellos, de 0.25M a 0.75M se mantuvo el mismo valor ; a 1M

obtuvo la mayor afinidad y a continuación disminuyó

aumentar la concentración salina . En KC1 aumentó la

a meclida que lo hacía la concentración de sal, pero

variaciones entre los distintos valores fueron muy

Respecto a la V m á x se pudo observar el mismo

variación en HaCI que en KCI, disminuyendo al aumentar

concentración salina y siendo alrededor de 0 .2-0.3

más elevadas en la segunda sal que en la primera .

sus

de

se

al

afinidad

las

pequeñas .

tipo de

la

unidades

Tanto la afinidad como la Vmáx aparente para el FIAD-1' no

presentaron un comportamiento uniforme en HaCI . En KC1, la

afinidad por NAD+ fue similar en todas las concentraciones

ensayadas, excepto a 0 .5M, que presentó una menor afinidad.

Por el contrario, la Vmáx disminuyó al aumentar la sal y con

valores algo más elevados que en NaCI. En esta dirección no

se observó, en ningún caso, cooperatividad de ningún tipo .

El mejor activador para citrato sintasa de H.cutirubrum
(Higa y Cazzulo, 1975), entre una serie de sales probadas,

fue el KC1, y este efecto se observó con la enzima en dife

rentes grados de pureza, desde el extracto crudo hasta el

estado más purificado . Con la catalasa de la misma fuente

(Lanyi y Stevenson, 1969) ocurrió igual ; entre varias sales

de catión monovalente estudiadas, el KC1 fue el que presentó

mayor activación . En concentraciones equl.molares, Dundas

(1972) encontró que la ornitina carbamoiltransferasa de

H_sallnaríum presentó actividades más elevadas en presencia

de KC1 que de HaCl . Isocitrato deshidrogenasa de

H.cutirubrum fue mejor activada con HaCI que con otras sales

probadas (Hubbard y Miller, 1969 ; Higa y col., 1974) y por

otro lado, glicerol deshidrogenasa, enzima málica (NADP-

dependiente) y citrato sintasa, todas de H .cutirubrum,
fueron máximamente activadas por KC1 (Higa y col ., 1974) . En

cambio, según se puede observar en las Tablas anteriores, la
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MAD-GDH de H.halohlum fue prácticamente igual de sensible al

catión Na"' que al K+ , tanto en la aminación seductiva como

en la desaminac.tón oxidat1.va, En el caso de alanina

deshidrogenasa de H. _sa11 ,1 arlum (Kerad jopoulos y Holldorf,

1979) se comprobó que el efecto del Hael y KC1 en la

aminación seductiva de piruvato era prácticamente el mismo,

como le ocurrió a NAD-GDH de H.haloblum .
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5. CONCLUSIONES .
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S . CONCLUSIONES ,

1 . Se han aislado y purificado las actividades MAD- y

NADP -glutamato deshidrogenasas de H.halobium 36014 (mutante

incoloro) . Dichas actividades no corresponden a una misma

proteína con diferentes estados de agregación, sino a dos

enzimas distintas con propiedades diferentes .

son :

2 . Las propiedades características de ambas enzimas

FIAD-GDH

	

NADP-GDH

* pH:

	

Tris-HCl/Gly-HaOH

	

Tris- H C 1

Aminación

	

9.0 / 9.4

	

8.0 - 8 .5

Desaminación

	

8 .0 / 9.0

	

10 .0

* Temperatura :

Aminación

	

70ºC

	

7 0ó C

Desaminación

	

70ºC

	

- -

* [ sal ] :

	

HaCI / KC1

	

NaCI / KC1

Aminación

	

3.2M / 0.8M

	

1.6M / 1.6M

Desaminación

	

1.OM / 0.4M

	

- -

* Peso molecular :

	

148000

	

215000
(daltons)

3 . La MAD-GDH es activada por aminoácidos . A dicha

enzima se le asigna un papel catabólico mientras que a la

HADP-GDH, un papel anabólico .
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4 . La estabilidad es diferente para ambas enzimas

dependiendo del parámetro que se considere:

Con el pH, las dos presentan la misma estabilidad ; con

la temperatura, FIAD-GDH es más estable que PIADP-GDH ; y con

la concentración salina, MADP-GDH es más estable que PIAD-GDH

al disminuir dicha concentración de HaCl.

5 . Los estudios de fluorescencia realizados con ambas

enzimas indican la presencia de residuos de tirosina y de

triptófano. La PIADP-GDH en forma inactiva presenta una mayor

exposición de dichos residuos.

6 . El glutarato y la hidroxilamina son inhibidores

competitivos de 2-oxoglutarato y amonio, respectivamente.

7 . El mecanismo cinético para la reacción de desami-

nación oxidativa catalizada por PIAD-glutamato deshidrogenasa

de H.halobium es ordenado, con la adición en primer lugar de

PIAD+ seguido por L-glutamato, obtenido mediante el estudio

de velocidades iniciales, inhibición por producto e inhibi-

ción por análogos de sustrato .

8 . El mecanismo cinético para la reacción de aminación

seductiva catalizada por PIAD - GDH es una unión ordenada de

PIADH, 2-oxoglutarato y amonio.

9. Los estudios de inhibición por producto han revelado

la presencia de un complejo abortivo en la reacción de desa-

minación catalizada por PIAD-GDH: E-2-oxoglutarato.
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