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Resumen 

Las aldehído deshidrogenasas (ALDHs) se encuentran involucradas en la 

desintoxicación de aldehídos endógenamente generados en varias enfermedades 

que involucran un incremento en el estrés oxidante. Se ha determinado que las 

ALDHs tetraméricas utilizan sólo dos de sus cuatro  sitios activos (reactividad de la 

mitad de los sitios), pero la razón mecanística de esta característica en las 

enzimas tetraméricas permanece aún desconocida. En este trabajo, ALDH1A1 

(enzima tetramérica) fue dimerizada con el fin de estudiar la correlación entre la 

estructura oligomérica de la enzima y la presencia de la reactividad de la mitad de 

los sitios. Dímeros estables fueron generados a partir de ALDH1A1 mediante la 

fusión de la proteína GFP en el C-terminal de la proteína. El sitio activo de la 

enzima fue modificado de manera indirecta por esta mutación y esto se reflejó en 

el cambio de la especificidad por sus sustratos. Algunas propiedades cinéticas de 

la enzima mutante (ALDH1A1-HDS-GFP) semejaron a las propiedades de ALDH3 

(dímerica), por ejemplo, la enzima mutante no mostró la presencia del “burst”  y 

fue menos sensible a la acción de moduladores específicos de la actividad. De 

manera interesante, esta mutante mostró mejor actividad con malondialdehído y 

acroleína y fue más resistente a la inactivación por estos compuestos, comparada 

con la enzima silvestre.  Por otro lado, también se observó que el perfil cinético de 

la mutante presentó dos componentes hiperbólicos cuando se ensayaron los 

sustratos, revelando dos sitios activos con diferentes afinidades. Esto último indica 

que la mutante ALDH1A1-HDS-GFP cuenta con reactividad de sitio completo, 

sugiriendo que la estructura oligomérica es importante para determinar la 

reactividad de la mitad de los sitios. 
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Abstract 

Aldehyde dehydrogenases (ALDHs) are involved in the detoxification of aldehydes 

endogenously generated in several diseases involving an increment in oxidative 

stress. It has been determined that tetrameric ALDHs work only with two of their 

four active sites (half site reactivity), but the mechanistic reason for this 

characteristic of tetrameric ALDHs remains unknown. In this work, ALDH1A1 was 

dimerized in order to study the correlation of the oligomeric structure of the enzyme 

with the presence of half of the sites reactivity. Stable dimers from ALDH1A1 were 

generated by the fusion of GFP in the C-terminus of the protein. The active site of 

the enzyme seemed to be modified by the mutation, with respect to substrate 

specificity. Some kinetic properties of the mutant resembled those of ALDH3A1 in 

that the fusion dimer did not show the burst phase and was less sensitive to the 

action of specific modulators of the activity. Interestingly, this mutant showed better 

activity with malondialdehyde and acrolein and was resistant to inactivation by 

these compounds. The kinetic profile of the mutant showed two hyperbolic 

components when the substrates were varied, revealing two active sites with 

different affinities. The ALDH1A1-GFP dimeric mutant showed full site reactivity, 

suggesting that the oligomeric structure is important to determine the half-site 

reactivity 
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Contenido. 

Esta tesis se encuentra dividida en 12 capítulos. En el capítulo 1 se describen 

generalidades acerca de la formación de diferentes aldehídos con implicaciones 

toxicas a nivel celular. Los capítulos 2 al 4 contienen información detallada acerca 

de la función y estructura de diferentes isoformas de aldehído deshidrogenasas, 

mecanismo de reacción, parámetros cinéticos reportados y su participación en 

diferentes padecimientos que involucran la generación de estrés oxidante; 

mientras que los capítulos 5 a 7 incluyen justificación, hipótesis, objetivos y 

estrategia experimental. En los capítulos 8 y 9 se muestran los resultados del 

proyecto central que se refiere a la relación que existe entre la reactividad de la 

mitad de los sitios en ALDH1A1 con el estado de oligomerización (Yoval-Sánchez, 

B., 2013); mientras que en el capítulo 10 se expone la relevancia de las diferentes 

ALDHs en la desintoxicación de aldehídos producto de la lipoperoxidación, así 

como la descripción de los diferentes residuos que podrían ser clave en la 

protección de estas enzimas ante estos compuestos altamente tóxicos (Yoval-

Sánchez, B., 2012). Finalmente en el capítulo 11 se reporta la participación de 

estas enzimas en el metabolismo del etanol en el protista Euglena gracilis, 

evidenciando así la importancia de estas enzimas no sólo en el metabolismo de 

organismos superiores sino también en organismos unicelulares (Yoval-Sánchez, 

B. 2011).  En el capítulo 12 se incluyen las referencias. 
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Abreviaturas 

 

ALDH1A1                                     Aldehído deshidrogenasa humana clase 1. 

ALDH2                                          Aldehído deshidrogenasa humana clase 2. 

ALDH3A1                                     Aldehído deshidrogenasa humana clase 3. 

ALDH1A1-D80G/S82A                 mutante de aldehído deshidrogenasa clase 1   

                                                     con cambios en D80G y S82A. 

GFP                                              proteína verde fluorescente. 

ALDH1A1-D80G/S82A-GFP        fusión de la mutante ALDH1A1-D80G/S82A con 

                                                     GFP. 

4-HNE                                           4-hidroxi-2-nonenal. 

MDA                                             Malondialdehído. 

MAO                                             Monoaminooxidasa. 

DOPAL                                         3-4, Dihidroxifenilacetaldehído. 

DOPAC                                         3-4, Dihidroxifenilacético. 

AD                                                Alzheimer disease (Enfermedad de alzheimer). 

NASH                                           Esteatohepatitis no alcohólica. 

LPO                                              Lipoperoxidación 

PAHs                                            Hidrocarburos policíclicos. 

XREs                                            Elementos de respuesta a xenobióticos. 
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1. Generación de aldehídos tóxicos.  

Los aldehídos son especies generadas durante numerosos procesos fisiológicos a 

partir de una amplia variedad de precursores endógenos y exógenos. Son 

compuestos orgánicos que contienen grupos carbonilo, lo que los hace ser 

altamente reactivos y citotóxicos. Se ha estimado que el máximo consumo diario 

de aldehídos insaturados en humanos es de 5 mg/kg, mientras que el consumo 

total de aldehídos llega a ser de aproximadamente 7mg/kg [40, 41]. Los aldehídos 

se pueden dividir en 4 clases generales de carbonilos: 1) alcanales saturados, 

como formaldehído, acetaldehído y hexanal; 2) alquenales insaturados, como la 

acroleína, 4-hidroxi-2-nonenal  y crotonaldehído. Estos representan un grupo de 

aldehídos altamente reactivos que contienen dos centros electrofílicos (Fig. 1). Un 

carbono parcialmente positivo C1 o C3, en el cual las moléculas pueden sufrir un 

ataque nucleofílico. Se ha sugerido que estos aldehídos reaccionan de manera 

primaria con el grupo sulfhidrilo de la cisteína, el grupo -amino de la lisina y el 

grupo imidazol de la histidina en las proteínas, a través de una reacción de adición 

de Michael o de la formación de una base de Schiff [42-45];  3) aldehídos 

aromáticos, como benzaldehído, DOPAL y DOPEGAL y 4) dicarbonilos como el 

glioxal y el malondialdehído.  
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Estos compuestos se encuentran altamente distribuidos en la naturaleza y de 

manera ubicua en el ambiente. Varios aldehídos, incluyendo al formaldehido, 

acetaldehído y acroleína son producidos durante la combustión y están presentes 

en el smog y el humo del cigarro [42, 47]. Los escapes de los vehículos 

representan la principal fuente de contaminación del aire por aldehídos, a través 

de la emisión directa de estos y a través de la emisión de hidrocarburos, los cuales 

posteriormente derivan en aldehídos. Los aldehídos también se generan en una 

amplia cantidad de procesos industriales [48]. Una gran cantidad de aldehídos 

alifáticos y aromáticos, incluyendo el citral, benzaldehído, acetaldehído y 

formaldehido, existen de manera natural en varios alimentos, particularmente en 

frutas y vegetales, a los cuales proporcionan olor y sabor [2]. En los animales, los 

aldehídos incluyendo la acroleína, benzaldehído y hexanal, actúan como 

moléculas de comunicación y tienen roles en la atracción o defensa [50]. Los 

aldehídos también son generados como intermediarios fisiológicos durante la 

biotransformación de muchos compuestos endógenos, incluyendo lípidos, 

aminoácidos, neurotransmisores y carbohidratos. Por ejemplo, a partir de la 

peroxidación lipídica se generan más de 200 especies de aldehídos , incluyendo el 

4-HNE y MDA [51]. Aunque algunos aldehídos son esenciales para llevar a cabo 

diversos procesos biológicos normales, muchos son citotóxicos e incluso 

carcinogénicos [52]. Por ejemplo, a bajas concentraciones la acroleína puede 

inducir apoptosis por mecanismos que involucran la activación de caspasas y 

muerte mitocondrial [53-55]. Sin embargo, a concentraciones altas la acroleína 

genera muerte celular por necrosis. Este fenómeno también se ha observado para 

el HNE [56, 57]. A diferencia de los radicales libres, los aldehídos tienen una vida 
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media relativamente larga y debido a ello no sólo reaccionan en el sitio donde se 

generan, sino que pueden difundir o ser transportados a sitios lejanos de donde se 

generan [42]. Varias líneas de investigación muestran que la modificación 

oxidativa de proteínas y la subsecuente acumulación de éstas, se presenta en las 

células durante el envejecimiento, el estrés oxidante y en diferentes estados 

patológicos incluyendo enfermedades prematuras como distrofia muscular, artritis 

reumatoide y aterosclerosis [58-61]. Los compuestos más importantes que dan 

origen a la modificación de estas proteínas pueden ser representados por 

aldehídos como cetoaldehídos, 2-alquenales y 4-hidroxi-2-alquenales [42, 45, 61]. 

Estos aldehídos reactivos son considerados mediadores importantes del daño 

celular debido a su capacidad de modificar biomoléculas de manera covalente, lo 

cual puede alterar funciones celulares importantes y pueden causar mutaciones 

[42].  
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Capítulo 2.  Función y estructura de las aldehído deshidrogenasas. 

Entre algunos de los principales mecanismos de desintoxicación de aldehídos con 

los que cuenta la célula se encuentra la familia de las aldehído deshidrogenasas. 

Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas tanto en bacterias como en 

humanos, son un grupo de enzimas que catalizan la conversión de una amplia 

variedad de aldehídos endógenamente y exógenamente generados a sus 

correspondientes ácidos en una reacción dependiente de NAD(P)+ [1]; al mismo 

tiempo, protegen a la célula de los efectos dañinos que estos compuestos pueden 

producir [2, 3]. Para nombrar cada gen de estas enzimas, se utiliza el símbolo 

ALDH, usado como abreviación de aldehído deshidrogenasa; seguido de un 

número arábigo que representa la familia a la cual pertenece, cuando se requiere 

se usa una letra indicando la subfamilia y un segundo número arábigo indica el 

gene individual dentro de la subfamilia [147]. A nivel de secuencia de aminoácidos, 

la aldehído deshidrogenasa humana clase 1 (ALDH1A1) y aldehído 

deshidrogenasa humana clase 2 (ALDH2), ambas tetraméricas, comparten cerca 

del 70% de identidad, mientras que con la aldehído deshidrogenasa humana clase 

3, que es un dímero (ALDH3A1), sólo comparten un 30% de identidad. Las 

primeras dos enzimas presentan una extensión de 56 aminoácidos en el N-

terminal (el tamaño del monómero de estas enzimas es de alrededor de 500 

aminoácidos con respecto a ALDH3A1. La aldehído deshidrogenasa clase 3 no 

posee esos 56 aminoácidos en el N-terminal, pero posee una extensión de 17 

aminoácidos en el extremo C-terminal (este monómero posee 453 aminoácidos), 

que interactúa con el otro monómero para formar el dímero. A pesar de estas 

diferencias en la estructura primaria, los monómeros de todas las isoenzimas 
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poseen en esencia la misma estructura tridimensional [4-6]. Por otro lado, se ha 

demostrado que el N-terminal de las ALDHs tetraméricas es importante para la 

estabilidad [7] y plegamiento [8] de la proteína. En contraste, el C-terminal de la 

proteína se extiende a través de la interfase dímero-dímero y es capaz de formar 

un ancla entre miembros de cada par de dímeros [9], por lo que parece ser 

importante para la oligomerización de la proteína en tetrámeros. Cada una de las 

isoenzimas posee tres dominios; el dominio catalítico, el dominio de unión de la 

coenzima y el dominio de oligomerización [6]. El dominio de oligomerización 

comprende tres hebras b antiparalelas, las cuales están involucradas en la 

interacción entre subunidades tanto en el dímero como en el tetrámero (Fig. 2) [5, 

12]. 

ALDH1
C302

NAD+

N-terminal

ALDH3

Dominio 
de oligomerización

Dominio 
de oligomerización

C243

S 500

Glu436

C-terminal

Figura 2. Estructura terciaria de las subunidades de las enzimas ALDH1A1 y 
ALDH3A1. (Rodríguez-Zavala and Weiner, 2000). 

NAD
+
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En cuanto a la especificidad por sustrato, ALDH1A1 y ALDH2 prefieren aldehídos 

alifáticos tales como, el acetaldehído y el propionaldehído, mientras que la 

ALDH3A1 es preferencialmente más afín por aldehídos aromáticos tal como el 

benzaldehído. La especificidad por sustrato de cada isoenzima se encuentra 

determinada por los aminoácidos que forman el túnel del sitio activo [6]. Estos 

residuos pueden ayudar a discriminar entre aldehídos aromáticos, alifáticos y otros 

[13].  

Es interesante observar que mientras los residuos de Cys se encuentran 

posicionados de manera similar en ambas enzimas, las moléculas de NAD+ tienen 

diferentes orientaciones dentro de cada isozima [13]. Las estructuras del complejo 

binario entre la enzima y el NAD+ muestran que el conjunto de aminoácidos que 

rodea al anillo de nicotinamida favorecen una conformación de la coenzima más 

expuesta en el caso de ALDH3A1, mientras que el anillo se encuentra más 

escondido en el caso de ALDH2, pues al parecer, el “core” de aminoácidos es más 

hidrofóbico lo cual puede favorecer o desfavorecer la salida del producto [13]. 
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Capítulo 3.  Mecanismo general de reacción de las ALDHs. 

La oxidación de aldehídos por estas enzimas es dependiente de NAD(P)+ e 

involucra una reacción nucleofílica del sustrato con la Cys 302 localizada en el 

sitio activo, resultando en la formación de un intermediario tiohemiacetal, seguido 

de la transferencia del hidruro al NAD+ para formar el NADH, originando un 

intermediario tioéster, que es hidrolizado a ácido carboxílico, producto de la 

reacción que involucra la activación de una molécula de H2O por la base general 

que es un residuo de glutamato adyacente (E268) (Figura 3) [14].  

+ +

+

+

H2O

Figura 3. Representación del mecanismo catalítico de las ALDHs. 
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En general, el mecanismo cinético de reacción de estas enzimas es secuencial 

ordenado [14,13]. Es decir, primero se une el NAD+ a la enzima, posteriormente se 

incorpora el aldehído, ocurre la liberación del ácido y como último paso, la 

liberación de la coenzima reducida, dejando a la enzima libre para que ocurra un 

nuevo ciclo catalítico. A pesar de que los diversos miembros de la superfamilia de 

las aldehído deshidrogenasas (ALDHs) comparten ciertas características 

específicas a nivel estructural y funcional, el paso limitante para cada una de las 

enzimas difiere: a) para ALDH1A1 el paso limitante es la liberación del NADH (k9 

en la figura 4), b) desacilación o liberación del ácido para ALDH2 (k7 en la figura 

4) y c) la transferencia del hidruro para ALDH3A1 (k5 en la figura 4) [15, 16, 13].  

E-SH + NAD+ E-SH              E-S-C-R            E-S-C-R             E-SH             E-SH + NADHk1

k2
k4

k3
k5

NAD+                 NAD+ H               NADH                NADH 

OH O 

RCO-
2

k7

k9

ALDH1

Disociación de la coenzima

ALDH2

Liberación del acetato

ALDH3

Transferencia del hidruro

O

CR - - H Liberación del acetato

Transferencia del hidruro 

Disociación de la coenzima 
reducida

 

Figura 4. Mecanismo general de reacción de las aldehído deshidrogenasas. 

El hecho de que el paso limitante se encuentre después de la formación de la 

coenzima reducida (NADH), permite que ocurra lo que se conoce como “burst” 

antes del estado estacionario. Esto es, el NADH se forma en los sitios activos en 

el primer ciclo catalítico sin ser liberado al medio, lo cual se puede determinar 

mediante la fluorescencia emitida por el NADH generado como producto de la 

reacción. Del delta de fluorescencia obtenido se puede cuantificar el número de 

sitios activos funcionales en la enzima y se ha determinado que para las enzimas 
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tetraméricas, la magnitud del “burst” antes del estado estacionario corresponde a 2 

nmoles de NADH formado por nanomol de enzima [15, 18, 19]. Esto se conoce 

como reactividad de la mitad de los sitios, característica compartida sólo por 

algunos miembros de las ALDHs [23-20-22]; ya que, de los cuatro sitios activos 

que se encuentran en las enzimas tetraméricas sólo 2 son funcionales. Esto último 

permite diferenciar entre ALDH1A1 (tetramérica) y ALDH3A1 (dimérica), pues en 

el caso de esta última, al ser el paso limitante la transferencia del hidruro (Figura 

4), el estado estacionario se alcanza de manera inmediata; esto impide cuantificar 

el número de moles de NADH generados en el primer ciclo catalítico y por ello se 

desconoce si esta enzima dimérica cuenta con reactividad de la mitad de los sitios 

o si ambos son funcionales.  Es muy interesante observar que la contribución de 

los diferentes aminoácidos no esenciales en el sitio catalítico puedan afectar de 

diferente manera los parámetros cinéticos de cada una de las isoenzimas, 

explicando así la diferencia que existe entre ellas en preferencia y afinidad por los 

sustratos así como en el paso limitante de la reacción [13].  

Con respecto a las ALDHs tetraméricas un punto clave en el mecanismo de la 

reacción y en la comunicación entre las subunidades que conforman el tetrámero 

justamente es el fenómeno de la reactividad de la mitad de los sitios y éste hasta 

la fecha ha permanecido sin explicación alguna. No se ha dilucidado si ésta 

condición se da previa a la unión de los sustratos o bien la unión del ligando afecta 

el reconocimiento de la subunidad adyacente por el sustrato. Una apropiada 

descripción para este fenómeno podría ser la cooperatividad negativa extrema. 

Esto implica que una vía de comunicación debería existir para transmitir las 



18 

 

consecuencias estructurales de la unión de los ligandos. Se cree que las 

transiciones orden-desorden en la conformación de la enzima juegan un rol clave 

en la unión de la coenzima y la catálisis [23]. 

Estudios previos, realizados en la enzima tetramérica ALDH2; al titular con NADH 

y monitorear los cambios de fluorescencia en la enzima debidos a la unión de este 

compuesto, muestran una estequiometria de 2 moléculas de NADH unidas por 

tetrámero [15]. Sin embargo, todas las estructuras cristalográficas disponibles de 

las formas tetraméricas de ALDH, muestran claramente 4 moléculas de coenzima 

unidas por tetrámero [6, 20, 5, 26]. 

En cuanto al sitio de unión del NAD+ se ha observado mediante estudios de 

cristalografía de rayos X que durante el ciclo catalítico, el anillo de nicotinamida del 

NAD+ fluctúa entre dos conformaciones: una con el anillo de nicotinamida 

extendida, que favorece la transferencia del hidruro y la otra con el anillo de 

nicotinamida contraído, la cual favorece la acción de la base general para que se 

lleve a cabo la desacilación [6,5, 7, 31]. 
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3.1 Etapas limitantes en el mecanismo de reacción de las ALDHs. 
 
 
Como se mencionó previamente, las diferentes isoenzimas de ALDH comparten el 

mismo mecanismo de reacción para la oxidación de los aldehídos (Figuras 3 y 4). 

A pesar de la similitud en sus reacciones, ALDH1A1 y ALDH2 difieren en el paso 

limitante de la reacción y pueden ser diferenciadas en función de cómo es 

afectada su velocidad máxima en presencia de iones Mg2+. En el caso de 

ALDH1A1, la etapa limitante de la reacción es la disociación de la coenzima 

reducida [32], mientras que para ALDH2 el paso limitante es la desacilación [33, 

34]. Ambas enzimas son afectadas por los iones Mg2+, pues este ion incrementa la 

velocidad de la desacilación y disminuye la velocidad de disociación de la 

coenzima reducida; no se ha observado efecto alguno del Mg2+ sobre la 

transferencia del hidruro, paso limitante de la ALDH3A1 [35]. Por lo tanto, cuando 

se ensaya la actividad de estas enzimas bajo condiciones de Vmax, el Mg2+ inhibe 

la actividad de ALDH1A1 y activa a ALDH2, lo cual ayuda a predecir cuál es su 

respectiva etapa limitante [35]. En el complejo binario enzima-NAD+, se ha 

observado que el ión Mg2+ interactúa con el grupo pirofosfato del NAD+ en el caso 

de ALDH1 y ALDH2; lo cual no se observa para la isozima ALDH3, pues al 

determinarse la estructura binaria en presencia del ión divalente, no se detecta 

ningún enlace entre el Mg2+ y el NAD+ o la enzima. Por otro lado, también se han 

evaluado las constantes de disociación del NAD+ y NADH (Kia y Kiq, 

respectivamente) las cuales disminuyen en presencia de Mg2+ tanto para ALDH1 



20 

 

como para ALDH2, lo cual implica que la presencia de este ión favorece que la 

coenzima se una más fuertemente a cada isoenzima [6, 5, 7, 4]. 

Capítulo 4. Contribución de las ALDHs en la respuesta ante el estrés 

oxidante generado en algunos padecimientos. 

 

Cuando se generan altos niveles de estrés oxidante en la célula, de tal manera 

que los niveles de ROS superan la capacidad antioxidante, se pueden generar 

daños irreversibles en la célula, ocasionados por un incremento en la 

lipoperoxidación y sus productos. Uno de los principales mecanismos de defensa 

antioxidante en la célula es llevado a cabo a través de la participación de las 

aldehído deshidrogenasas (Figura 5); estas enzimas se encuentran localizadas en 

diferentes compartimentos dentro de la célula, como son: citosol, mitocondria, 

núcleo y retículo endoplásmico. Como se mencionó en capítulos previos, estas 

enzimas son capaces de convertir una amplia variedad de aldehídos a su 

correspondiente ácido carboxílico. Esta capacidad les permite prevenir la 

acumulación de aldehídos derivados de procesos tanto endógenos como 

exógenos, al mismo tiempo que mantienen la homeostasis de dichos compuestos 

en la célula impidiendo la generación de daño oxidante a nivel celular y tisular. La 

familia de las ALDHs, no solo juega un papel importante en la desintoxicación de 

la célula; también participa de manera importante en la biosíntesis de novo de 

moléculas que son preponderantes a nivel fisiológico, como se describe más 

adelante y de manera detallada en este capítulo. Debido a que las diferentes 

isoformas de ALDHs se encuentran ampliamente distribuidas en el organismo, su 
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actividad es crucial para regular la concentración de aldehídos a diferentes 

niveles.  

Es por ello que en esta sección se resalta la participación de las tres principales 

isoformas de aldehído deshidrogenasas (ALDH1A1, ALDH2 y ALDH3A1), en 

diferentes procesos tanto fisiológicos como patológicos que involucran altos 

niveles de estrés oxidante. 

Lipidos
Carbohidratos

Proteínas

4-HNE
Acroleína

Glioxal
Metilglioxal

Estrés
oxidante

ALDHs

NAD(P)+ NAD(P)H

Ácido
carboxílico

Formación de aductos
Lipoperoxidación

Disminución de GSH

Alquilación de proteínas
Alteración en la fluidez de la membrana

Disminución en la capacidad antioxidante
Disfunción mitocondrial

Necrosis Apoptosis  

Modificado de Marchitti, et al. 2007 

Figura 5. Consecuencias de la toxicidad de los aldehídos y reacción general de 
desintoxicación catalizada por las ALDHs.  
 

4.1. ALDH1A1 

ALDH1A1 es una enzima citosólica ubicuamente distribuida en varios tejidos, 

incluyendo hígado, riñón, pulmón, cerebro, ojos, testículos y células rojas [61, 

62,63, 64, 65, 66]. Tiene un papel importante en la desintoxicación de aldehídos 

generados de la lipoperoxidación producida por luz UV, protegiendo de esta 
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manera el cristalino de los ojos [67]. También, se ha observado una alta actividad 

de esta enzima en la oxidación de aldofosfamida y tiene un rol importante en la 

desintoxicación de algunos fármacos usados contra el cáncer, como lo son las 

oxazafosforinas [68, 69]. Se ha observado que algunas células cancerosas 

adquieren resistencia a estos fármacos, debido a que en ellas existe una sobre-

expresión de ALDH1A1, que actualmente se utiliza como biomarcador de células 

cancerosas [70-72]. 

En cultivos de hepatocitos, la supresión de ALDH1A1 reduce tanto la oxidación de 

-ácidos grasos y la producción de especies reactivas de oxígeno [73]. En el 

cerebro humano, ALDH1A1 se expresa de manera importante en las neuronas 

dopaminérgicas [74]. En estas neuronas, ALDH1A1 se encuentra bajo el control 

de Pitx3, un factor transcripcional que puede regular la especificidad y 

mantenimiento de poblaciones distintas de neuronas dopaminérgicas, a través de 

la regulación de ALDH1A1 [75, 76]. En el sistema nervioso central (CNS), la 

monoaminooxidasa (MAO) metaboliza la dopamina a su metabolito aldehído 3, 4-

dihidroxifenilacetaldehído (DOPAL). La literatura sugiere que el DOPAL puede ser 

neurotóxico y su acumulación puede llevar a la muerte celular asociada con 

patologías de tipo neurológico [77]. ALDH1A1 juega un rol crítico en mantener 

bajos los niveles de DOPAL, por catalizar la conversión del  DOPAL a ácido 3,4-

dihidroxifenilacético DOPAC contrarrestando así la neurodegeneración [74, 77]. 

La ALDH1A1 cataliza la oxidación irreversible de retinal a ácido retinoico. Mientras 

que las propiedades de absorber la luz del aldehído retinal son un elemento 

necesario para la visión, los isómeros all-trans-ácido retinoico y 9-cis-ácido 
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retinoico, son ligandos para 2 familias de receptores nucleares de retinoides, el 

receptor retinoico (RAR) y el receptor retinoide X (RXR) que son mediadores en la 

expresión de genes durante el crecimiento y desarrollo [78]. 

Debido a la participación de la ALDH1A1 en los procesos ya mencionados, es 

importante conocer los valores de afinidad (Km) de ésta enzima, en relación a 

diferentes aldehídos generados a nivel endógeno y exógeno (Tabla A), pues dicho 

parámetro cinético se encuentra estrechamente relacionado con su capacidad de 

desintoxicación.  

Tabla A. Afinidad de ALDH1A1 por algunos aldehídos de importancia 

fisiológica. 

Aldehído Km  Referencia 

all-trans y 9-cis retinal <0.1 79,80 

Acetaldehído 4.5 -180  136, 138, 139 

Aldofosfamida 51 81 

Acroleína 4-5 82 

4-HNE 1-2 82 

malondialdehído 4-30 82 

propionaldehído 5.8-12 83, 84, 137, 139 

Los valores de afinidad están reportados en unidades de M 
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4.2. ALDH2 

La ALDH2 es una enzima mitocondrial, la cual tiene una alta afinidad por el 

acetaldehído y juega un papel muy importante en su desintoxicación. Tanto el 

etanol como el acetaldehído son neurotóxicos y se ha reportado que el consumo 

excesivo de etanol puede participar en el avance de la enfermedad de alzheimer 

(Ohta and Oshawa, 2006). El 50% de la población asiática es sensible a la ingesta 

alcohólica y diversos reportes indican que esto se debe a la presencia de un 

polimorfismo en el alelo ALDH2*2, esta variante contiene una lisina en lugar de un 

glutamato en la posición 487 (E487K) y esta modificación puntual se ha asociado 

con una deficiencia en la actividad de ALDH2 [5]. En la estructura cristalográfica  

de ALDH2 se puede observar que el E487 forma puentes de hidrogeno con los 

residuos R264 y R475, dichas interacciones ayudan a estabilizar la interfase 

dímero-dímero de esta enzima y mantienen la integridad estructural del sitio de 

unión del NAD+; en la variante ALDH2*2 la presencia de una lisina en la posición 

487 rompe esas interacciones, con lo cual se altera el arreglo estructural de la 

enzima y esto ocasiona una reducción de 10 veces en el valor de la constante kcat 

e incrementa 200 veces el valor de Km por NAD+ [148]. Al ser una mutante de tipo 

dominante, los individuos que la poseen muestran una clara reacción adversa al 

etanol, lo cual es causado por los altos niveles de acetaldehído generado y 

acumulado en el organismo [5, 85, 86]. Por otro lado, se ha observado que en 

células de cordón umbilical (HUVEC) transfectadas con el gen de la ALDH2, 

disminuyen los niveles de acetaldehído, como reflejo de esto, también disminuye 
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la generación de ROS, la apoptosis y la activación de moléculas marcadoras de 

estrés, como ERK1/2 y p38 MAP cinasa, las cuales se inducen por la presencia 

del acetaldehído. Estos resultados indican el potencial terapéutico de la enzima 

ALDH2 en la prevención del daño celular inducido por el consumo de etanol [87]. 

En la enfermedad de Alzheimer (AD), también se ha observado una importante 

participación de esta enzima. La AD se caracteriza clínicamente por la pérdida 

progresiva de la memoria, esto se debe particularmente a la pérdida de las 

conexiones neurofibrilares que genera perdida de la sinapsis [88]. Es un desorden 

neurodegenerativo generalmente asociado con la edad. En la enfermedad de 

Alzheimer las células neuronales están sometidas a altos niveles de estrés 

oxidante [89] y este estrés se manifiesta por la peroxidación lipídica y por la 

oxidación de proteínas. Existe evidencia que muestra que la peroxidación lipídica 

es un mecanismo importante de la neurodegeneración en la AD, inducida por el 

péptido b-amiloide (Ab), el cual es un péptido de 39-43 aminoácidos que conforma 

el centro de las placas seniles (SP) [88], se ha reportado que su presencia induce 

la oxidación de proteínas y la peroxidación lipídica en membranas celulares del 

cerebro, dichos efectos pueden ser inhibidos por la presencia de agentes anti-

oxidantes [90-96]. Dos de los principales productos generados a partir de estos 

procesos son el HNE y la acroleína [95], los que a su vez actúan alterando la 

conformación de diferentes proteínas de membrana generando toxicidad para las 

neuronas [43, 71, 95, 97]. La concentración de HNE se encuentra elevada en 

múltiples regiones del cerebro y en el fluído cerebro espinal (CSF) en la 

enfermedad de Alzheimer [98]. Los aductos de proteínas-HNE también se 
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encuentran elevados [99]. Se ha observado que el HNE es neurotóxico para las 

neuronas del hipocampo de ratas, posiblemente por que altera la homeostasis del 

Ca2+ y reduce la actividad de la Na+/K+-ATPasa [95] y daña el transporte de 

glucosa [100]. Es por ello, que resalta la importancia de la participación de las 

ALDHs en este tipo de padecimientos, pues se han encontrado altos niveles de 

ALDH2 en la corteza cerebral, hipocampo (glia y placas seniles), ganglios basales, 

mesencéfalo y cerebelo. La actividad de la ALDH2 se observó significativamente 

incrementada en la corteza temporal de pacientes con AD, mientras que esto no 

se observó en los controles. Estos resultados sugieren que el incremento en 

actividad de ALDH2 es uno de los mecanismos de desintoxicación y protección de 

la corteza cerebral en la AD [64]. También, se ha identificado a la ALDH2 como 

una enzima cuya activación correlaciona con la disminución de daño al miocardio 

en un corazón isquémico. En un modelo de roedores, cuando se administra ALDA-

1 (un activador específico de ALDH2) antes de un evento isquémico el tamaño del 

infarto se reduce un 60% [101]. El 4-HNE es uno de los principales compuestos 

que se acumulan durante un evento isquémico cardiaco, se ha propuesto que la 

eliminación de este compuesto por la ALDH2 puede ser uno de los mecanismos 

por los cuales esta enzima protege al corazón del daño isquémico [101, 102]. La 

ALDH2 posee un grupo tiol en el sitio activo que es sensible a reacciones de 

oxido-reducción y que vuelve a esta enzima más propensa a la inactivación [13]. 

Más específicamente, se ha observado que tratamientos largos con nitroglicerina 

pueden llegar a inactivar a la ALDH2, debido a la sobreproducción de especies 

reactivas de oxígeno generadas en la mitocondria [103, 104]. También, se ha 

observado que el estrés oxidativo generado por una hiperglicemia crónica puede 
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afectar la actividad de la ALDH2 y que la inhibición de esta enzima puede estar 

involucrada en la disfunción ventricular izquierda en corazones diabéticos. Otros 

estudios muestran que una dieta rica en fructosa o sus metabolitos como 

gliceraldehído y glicolaldehído pueden inducir esteatohepatitis no-alcohólica 

(NASH) en ratas y este padecimiento se ha asociado con un incremento en los 

marcadores de estrés oxidante [105], pues estos compuestos pueden ser 

oxidados por las ERO para formar productos altamente tóxicos o genotóxicos, tal 

como  el glioxal.  En hepatocitos, gliceraldehído, glicolaldehído y glioxal son 

eliminados a través de la ALDH2, ya que se observó que cuando se usan 

inhibidores de esta enzima la citotoxicidad de estos aldehídos se incrementa, así 

como también, la proporción de proteínas carboniladas, revelando de esta manera 

la importancia de esta enzima en diversos padecimientos como la esteatohepatitis 

no alcohólica (NASH) [140].  
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En la tabla que se presenta a continuación (Tabla B), se muestran las afinidades 

de la enzima ALDH2 por algunos aldehídos 

 

Tabla B. Afinidad de ALDH2 por algunos aldehídos de importancia 

fisiológica. 

Aldehído Km  Referencia 

Acetaldehído <3.5 106, 107, 139 

Acroleína 1 82 

4-HNE 0.9 82 

Malondialdehído 26 82 

Propionaldehído 0.2 - 1.2 15, 83, 84, 108, 138, 139 

Los valores de afinidad están reportados en unidades de M 
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4.3. ALDH3A1 

La familia de ALDH3 está constituida por enzimas que tienen un rol específico en 

el metabolismo de la peroxidación de lípidos. Se ha encontrado una alta actividad 

de ALDH3 en cornea, estomago, hígado, retículo endoplásmico, tracto urinario y 

en algunos tipos de cáncer [66, 109, 141, 142, 143, 144]. 

ALDH3A1 puede también regular la proliferación y el ciclo celular. Líneas celulares 

que expresan altos niveles de ALDH3A1 son más resistentes a los efectos 

antiproliferativos de los aldehídos derivados de la LPO [110] y la inhibición o 

deficiencia de ALDH3A1 reduce la velocidad de crecimiento celular, esto debido 

probablemente a la acumulación de los aldehídos generados [111]. En adición a 

su localización citosólica, se ha determinado que ALDH3A1 también se encuentra 

presente en el núcleo, dónde parece participar en la regulación del ciclo celular 

mediante mecanismos aun no bien determinados. Se ha observado que, durante 

la sobre-expresión de la ALDH3A1, hay una regulación a la baja  de las ciclinas A, 

B y E, el factor de transcripción E2F1 y p21, proteínas reguladoras del ciclo celular 

[112]. En experimentos in vitro, se ha observado que ALDH3A1 puede reducir el 

daño al DNA y la apoptosis generada a partir de varios compuestos tóxicos 

incluyendo peróxido de hidrogeno, mitomicina C y etopósido, a través de modular 

el ciclo celular, generando un cierto retraso en éste para facilitar su reparación 

[113]. 

Aunque los mecanismos a través de los cuales la ALDH3A1 puede influenciar la 

proliferación celular no se han esclarecido completamente, es probable que se 
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incluyan la modulación de genes involucrados en la regulación transcripcional, 

crecimiento celular, diferenciación, apoptosis y/o los efectos de los productos de la 

peroxidación lipídica, la cual también tiene la capacidad de modular la expresión 

de genes a través de algunos de sus productos. Por ejemplo, ALDH3A1 se 

encuentra altamente expresada en muestras de pacientes con cáncer de pulmón 

(NSCLC) [114]; en este tipo de células, el crecimiento y la proliferación celular se 

afectan significativamente cuando la actividad de ALDH3A1 es reducida por siRNA 

u otros inhibidores, esto se debe probablemente a la capacidad que tiene esta 

enzima de afectar un amplio espectro de genes que tienen diversos roles en las 

células. Estos genes incluyen CCL20, GPR37, DDX3Y, ID4, GPC6, RPS4Y1, 

EIF1AY y HMGA2 y están involucrados en la regulación transcripcional, el 

crecimiento celular, la diferenciación y la apoptosis [115-117]. La ALDH3A1 

también tiene un rol importante en el metabolismo de los aldehídos derivados de la 

peroxidación lipídica, tal como alcanales y alquenales de cadena mediana y 4-

hidroxialquenales. Existen diversos factores capaces de inducir estrés oxidante, 

incluyendo el metabolismo de xenobióticos, la exposición a la radiación UV o la 

exposición a agentes pro-oxidantes [118, 119]. El 4-HNE es el pro-oxidante más 

reactivo y citotóxico de los aldehídos producto de la peroxidación lipídica [120]. 

Este aldehído causa una variedad de efectos en los sistemas biológicos, por 

ejemplo, induce la disminución del glutatión [121], inhibe la síntesis de DNA y RNA 

[122] inhibe la respiración mitocondrial [123] e induce ciertos cambios morfológicos 

[124]. Los efectos del 4-HNE, como los de otros aldehídos, se correlacionan no 

sólo con el grado de peroxidación lipídica, sino también con la actividad de las 

enzimas capaces de metabolizar estos aldehídos. Entre estas enzimas se 
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encuentra la ALDH3A1, de modo que un incremento en la expresión de esta 

enzima hace que tanto las células normales como las células tumorales sean más 

resistentes al efecto de los productos de la peroxidación lipídica [125]. Las células 

tumorales de pulmón A549, expresan altos niveles de la enzima ALDH3A1, esta 

línea celular es menos susceptible a los efectos antiproliferativos del 4-HNE, 

comparada con células de hepatoma humano HepG2 o SK-HEP-1, las cuales 

presentan una menor expresión de ALDH3A1 [126]. 

Una de las funciones propuestas para ALDH3A1 es la desintoxicación de 

aldehídos formados durante la peroxidación lipídica inducida por UV como ocurre 

en la cornea humana en la cual esta enzima constituye de 20-40% de las 

proteínas totales solubles en agua [114, 127]. Experimentos de 

inmunohistoquímica han revelado la expresión de ésta enzima en células 

epiteliales y queratinocitos del estroma corneal [128]. Este efecto protector de la 

ALDH3A1 ante la presencia de HNE fue demostrado en células transfectadas de 

la cornea que carecían de la enzima de manera endógena. Las células 

transfectadas fueron más resistentes a la apoptosis inducida por HNE que las que 

no fueron transfectadas con el gen de ALDH3A1. La expresión de ALDH3A1 

también previene la formación de aductos con proteínas en la cornea [129]. 

ALDH3A1 es inducida en otros tejidos neoplásicos y líneas celulares [130] y su 

expresión es afectada diferencialmente por hormonas como progesterona y 

cortisona, sugiriendo un rol potencial dependiente de hormonas en algunos 

tumores [131]. La expresión de ALDH3A1 también, es inducida por varios 

xenobióticos, incluyendo hidrocarburos policiclicos (PAHs) y 3-metilcolantreno, a 
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través de múltiples elementos de respuesta a xenobióticos (XREs) [132, 133]. 

Todos estos datos sugieren  que la ALDH3A1 es un elemento regulatotrio del 

sistema de defensa celular. En la tabla que se muestra a continuación (Tabla C) 

se reportan las afinidades de la enzima ALDH3 por algunos aldehídos.  

Tabla C. Afinidad de ALDH3 por algunos aldehídos de importancia 

fisiológica. 

Aldehído Km  Referencia 

acroleína 921 82 

4-HNE 46 82 

malondialdehído 3500 82 

benzaldehído 215 134 

Los valores de afinidad están reportados en unidades de M 

 

Como se pudo apreciar en este capítulo, es relevante conocer la importancia 

fisiológica de esta familia de enzimas, pues  a través de modular su actividad se 

pueden generar diversas aplicaciones tanto biomédicas como a nivel industrial. Es 

por ello que conocer a detalle su mecanismo cinético es crucial para poder diseñar 

estrategias que nos permitan manipular su actividad y eficiencia. 
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Capítulo 5. Justificación.  

En un trabajo previo reportado por Rodríguez-Zavala et al 2002, se evidenció la 

importancia que podrían tener los enlaces iónicos en la región de la interfase 

dímero-dímero en el mantenimiento de la estructura tetramérica de la enzima 

ALDH1A1, por lo cual, se generó una doble mutante de ésta, modificando dos 

residuos por subunidad, D80G y S82A, los cuales forman enlaces iónicos con 

residuos de la interfase dímero/dímero de la enzima silvestre [9] (Figura 6). Esto 

se hizo con el objetivo de romper esas interacciones y dilucidar las bases 

estructurales que definen a las ALDH como dímeros o tetrámeros.  

Subunidad A

Subunidad D

S82
D147

D80
K498

S500

R84

 

Figura 6. Residuos modificados involucrados en la interfase dímero-dímero de 
ALDH1A1. 
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Las mutaciones realizadas en la región de la interfase dímero-dímero no 

favorecieron  la disociación completa de dímeros a partir del tetrámero de ALDH1; 

sin embargo, en el perfil de exclusión molecular se observó una mezcla de 

dímeros y tetrámeros, donde la prevalencia de una u otra especie fue dependiente 

de la concentración de proteína. Por otro lado, se observó que esta mutante sólo 

cuenta con el 10% de actividad específica comparada con la enzima silvestre [9]. 

Con estos datos se demuestra que a pesar de que se rompieron interacciones en 

la región de la interfase dímero-dímero, esto no fue suficiente para disociar el 

tetrámero; sin embargo, estos residuos son sumamente importantes en esa región 

pues lograron desestabilizarlo, lo cual se reflejó en la disminución de la actividad 

específica. 

Una explicación de por qué se disminuyó la actividad de esta doble mutante, es 

que al desestabilizar el tetrámero en la región de la interfase dímero-dímero, se 

expone al solvente una región altamente hidrofóbica, cuyos residuos por efecto 

hidrofóbico tienden a esconderse del solvente  (Figura 7), ocasionando un cambio 

conformacional del sitio activo de la enzima a larga distancia, y como 

consecuencia disminuyendo drásticamente la actividad.  
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Figura 7. Región hidrofóbica de la interfase dímero-dímero en la ALDH1A1. Los 
residuos que se muestran en la figura son F151, W135, Y153, correspondientes a 
cada subunidad que conforma el tetrámero. 
 

Como se mencionó previamente el fenómeno de la reactividad de la mitad de los 

sitios que ocurre en las aldehído deshidrogenasas tetraméricas no ha sido bien 

dilucidado. Por lo tanto, si se estabiliza la región hidrofóbica de la interfase dímero-

dímero de la mutante ALDH1A1-D80G/S82A, estaremos contribuyendo a la 

desestabilización del tetrámero y a la separación de los dímeros; con lo cual 

podremos determinar si la reactividad de medio sitio depende de la formación del 

tetrámero. 
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6.1 Hipótesis 

 

La reactividad de la mitad de los sitios en ALDH1A1 depende de la formación del 
tetrámero 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

6.2 Objetivo general 

 

Generar dímeros estables de ALDH1A1 y determinar si la reactividad de la mitad 
de los sitios de ALDH1A1 humana depende de su estado de oligomerización. 
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6.3 Objetivos particulares 

 

 

1. Determinar los parámetros cinéticos de la mutante ALDH1A1- D80G/S82A. 

2. Establecer condiciones de estabilización mediante métodos físico-químicos 
para ALDH1A1-D80G/S82A que desplacen el equilibrio dímero-tetrámero 
hacia la formación de dímeros.  

3. Estabilizar los dímeros generados de la doble mutante, mediante 
mutagénesis sitio dirigida al fusionar la proteína GFP en el C-terminal de 
ALDH1A1- D80G/S82A. 

4. Sobre-expresar y purificar a la mutante obtenida. 

5. Determinar el estado de oligomerización de  ALDH1A1-D80G/S82A-GFP 

6. Caracterizar cinéticamente a los dímeros ALDH1-D80G/S82A-GFP 
obtenidos. 

7. Determinar la estabilidad estructural y del sitio activo de la mutante 
obtenida. 

8. Dilucidar el paso limitante de la reacción. 

9. Determinar la presencia de “burst” antes del estado estacionario y con ello, 
el número de sitios activos funcionales en los dímeros generados.   
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7. Estrategia experimental. 

A continuación se muestra de manera resumida la metodología empleada en la 
realización de este proyecto, los detalles se describen el el artículo publicado y 
denominado: "New Insights into the Half-of-the-Sites Reactivity of Human Aldehyde 
Dehydrogenase 1A1". Proteins: structure function and bioinformatics. 81:8, 1285-1490. 

 

Caracterización cinética 
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Capítulo 8. Resultados 

La finalidad de este proyecto fue dilucidar si existía una dependencia de la 

reactividad de la mitad de los sitios  con el estado de oligomerización en las 

ALDHs tetraméricas; pues esto nos permitiría comprender mejor el mecanismo de 

reacción de estas enzimas y usar esta información como una herramienta para 

posteriormente mejorar su eficiencia catalítica, pues se ha propuesto que la 

modulación de la actividad de estas enzimas se podría utilizar en el tratamiento de 

enfermedades que involucren incrementos en el estrés oxidante. 

A continuación se describe un resumen de los resultados obtenidos. 

8.1 Datos no publicados sección A. 

En un inicio se determinaron los parámetros cinéticos de la enzima mutante 

ALDH1A1-D80G/S82A, pues como se menciona en los antecedentes, en un 

trabajo previo [9], se determinó que esta mutante  se encuentra como una mezcla 

de dímeros y  tetrámeros de manera dependiente de la concentración de proteína 

y la actividad observada en la mezcla parece indicar que el dímero generado 

posee muy baja actividad o es inactivo. Es por ello, que esta mutante se utilizó 

para intentar formar dímeros estables y activos de la enzima tetramérica 

ALDH1A1. Se encontró que esta enzima mutante tiene una Km de 136+70 M por 

NAD+, esto es 12 veces mayor  que la enzima nativa (11 M). Lo mismo ocurrió 

con la Km por el propionaldehído (189+86 M) al compararse con la enzima nativa 

(12M), en la que se observa un incremento de 16 veces.  En cuanto a la Vmax, 

se observó una disminución de 11 veces con respecto a la enzima nativa (Tabla 

1). Lo anterior, indica que las mutaciones de los residuos D80G y S82A en  
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ALDH1A1 generan una enzima poco estable y que el sitio activo de la enzima se 

está deformando de manera indirecta por un efecto de comunicación a distancia, 

pues las mutaciones realizadas se encuentran lejos del sitio activo.  

Tabla 1. Comparación de los parámetros cinéticos de ALDH1A1 y ALDH1A1-
D8OG/S82A. 

 ALDH1A1 ALDH1A1-D80G/S82A 

KmNAD+ 11 136 + 70 

KmPropionaldehído 12 189 + 86 

Vmax 200 17.54  

                                                                     *Km en M y Vmax en nmol min-1mg-1 

 

Como primera aproximación, se intentó dimerizar y estabilizar a ALDH1A1-

D80G/S82A mediante métodos físico-químicos; la primera estrategia fue variar la 

fuerza iónica en el buffer de reacción, con el fin de promover la disociación del 

tetraméro en la mutante y evaluar los parámetros cinéticos así como el estado de 

oligomerización en las diferentes condiciones. Al evaluar la actividad de la enzima 

mutante variando las condiciones de fuerza iónica se observó un incremento de 3 

veces en la actividad cuando I=1 con respecto a I= 0.025 (Figura 8A). Lo anterior, 

podría sugerir que el estado dimérico de la mutante se favorece a baja fuerza 

iónica y el rearreglo del estado tetramérico se favorece en condiciones de alta 

fuerza iónica. Lo contrario ocurre para la enzima nativa, pues al incrementar la 

fuerza iónica del medio ésta va perdiendo actividad indicando una posible 

aglomeración de subunidades de ALDH1A1 que podrían estar impidiendo la 

adecuada entrada de los sustratos (Figura 8B). Debido a estos resultados se 
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decidió realizar el análisis cinético en condiciones de baja (I=0.025) y alta 

(I=0.662) fuerza iónica. Se observó que a baja fuerza iónica la Km de la enzima 

mutante por el propionaldehído aumenta 44 veces, indicando una drástica 

disminución en la afinidad, al comparase con la enzima ensayada en condiciones 

de alta fuerza iónica (I= 0.662) (Tabla 2, pág. 42). Se utilizó como control de estos 

experimentos la ALDH1A1 nativa y en ésta no se observó el efecto encontrado 

para la mutante, pues los parámetros cinéticos no se modificaron. A este respecto,  

se corrió una cromatografía de exclusión molecular en condiciones de baja fuerza 

iónica y en el cromatograma se observó un pico asimétrico, con un ligero 

desplazamiento hacia la región donde debe eluir el dímero; sin embargo, la mayor 

proporción de la enzima eluyó en la región  correspondiente a un tetrámero (Figura 

8C), estos datos se muestran más claramente al procesar los datos del 

cromatograma obtenido como se muestra en la figura 8D. Como control de este 

análisis se usó a la enzima tetramérica fenilacetaldehído deshidrogenasa (PAD) y 

se observó que en ésta la disminución de la fuerza iónica no influyó en su estado 

de oligomerización.  
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Figura 8. A) y B) Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad de ALDH1A1-
D80G/S82A y ALDH1A1 respectivamente. C) Perfil de elución de las enzimas de la 
cromatografía de exclusión molecular en condiciones de baja fuerza iónica.  
ALDH1-D80G/S82A,  PAD. D) Curva de calibración de las fracciones obtenidas en 
la exclusión molecular. *Dímero, **Tetrámero, # Agregado de alto peso molecular.  
 
 
Por otro lado, se exploró el efecto de algunos solventes orgánicos y detergentes 

sobre la actividad y estado de oligomerización de ALDH1A1-D80G/S82A, 

incrementando la hidrofobicidad del medio, con ello, disminuyendo el efecto 

hidrofóbico sobre las regiones no polares expuestas de la proteína por las 

mutaciones. Estos compuestos fueron: tritón X-100, tween 20, polioxietilen-10-

trideciléter (iC13E10), PEG-8000, DMSO, N-N,DMF, Acetonitrilo e Isopropanol. A 

continuación, se describen los resultados obtenidos para cada compuesto. 
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Tritón  y DMSO.  

En el caso del detergente tritón X-100, se observó un efecto de activación de al 

menos tres veces (de 2.5 a 7.95 nmol*min-1 mg-1) para ALDH1A1-D80G/S82A  a 

concentraciones crecientes de este compuesto, observándose el mayor efecto con 

0.6% de tritón. A su vez, la enzima mostró una Km por NAD+ de 130 M y un 

desplazamiento del equilibrio de tetrámero a dímero en la cromatografía de 

exclusión molecular, esta vez observándose dos picos en el perfil de elución 

(Figura 9). 
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Figura 9. A) y B) Efecto del tritón sobre la actividad de ALDH1A1-D80G/S82A y 
ALDH1A1, respectivamente. C) Perfil de elución de la cromatografía de exclusión 
molecular en presencia de tritón 0.1%.  
 

Posteriormente, se probó el efecto del solvente orgánico DMSO sobre la actividad 

de ALDH1A1-D80G/S82A. La actividad se incrementó al menos 16 veces (de 4 a 

70 nmol*min-1mg-1 con 30-35% de DMSO), lo cual es un reflejo de la disminución 

del efecto hidrofóbico (Fig. 10); en presencia de DMSO al 30% ALDH1A1-

D80G/S82A mostró una Km=333+140 M por NAD+, mientras que para el 

propionaldehído  la Km fue de 68M, lo cual podría indicar que el DMSO logra 
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estabilizar las regiones hidrofóbicas de la enzima expuestas al separar los 

dímeros. Al analizar el efecto de otros compuestos de carácter hidrofóbico sobre la 

actividad de ALDH1A1-D80G/S82A, no se observó el efecto de estabilización y 

activación alcanzado con el DMSO, en ninguno de los compuestos evaluados. 

(Figura 11).  

Tabla 2. Efecto de la fuerza iónica y cambio de hidrofobicidad en el medio 
sobre la afinidad de ALDH1A1-D80G/S82A por los substratos y el estado de 
oligomerización. 
  

ALDH1-D80G/S82A 
 Km 

NAD+ 
(M) 

Km 
Propionaldehído 

 (M) 

Burst Estado de 
oligomerización 

PPi 
100mM 
pH 9.5 
I=0.662 

 

133+70 
(3)  

189+86 
(3)  

N.D.  Tetrámero  

Tris 
50mM  
pH 8  

I=0.025 
 

502 
(2)  

8400 
(1)  

No  Tetrámero-Dímero  

Tritón 
0.6% 

 

206+88 
(3)  

96 
(2)  

No  Tetrámero-Dímero  

DMSO 
30% 

330+140 
(3)  

41+26 
(4)  

Si 
2nmolNADH/
nmol enzima  

?  

N.D. no detectado 
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Figura 10. A) y B) Efecto del DMSO sobre la actividad de ALDH1A1-D80G/S82A y 
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Reactividad de la mitad de los sitios. 

Para determinar si la enzima mutante (ALDH1A1-D80G/S82A) en las diferentes 

condiciones de ensayo, cuenta o no con reactividad de la mitad de los sitios, fue 

necesario determinar el “burst” antes del estado estacionario (Fig.12). Este ensayo 

se realizó en tres diferentes condiciones: 1). Tris 50 mM pH 8, 2) Tritón 0.6% y 3) 

DMSO 30%, siendo ésta última la única condición en la que se observó la 

presencia de “burst”, el cual tuvo una magnitud de 2.053 nmol NADH/nmol enzima, 

tal como está reportado para la enzima silvestre. Entonces, si ALDH1A1-

D80G/S82A fuera dimérica en presencia de DMSO y con un “burst” de 2 nmol 

NADH/nmol enzima, esto indicaría que las dos subunidades existentes cuentan 

con un sitio activo funcional, por lo tanto, la enzima tendría reactividad de sitio 

completo. Para corroborar esto, más adelante se muestra en análisis del estado 

de oligomerización de esta mutante en presencia de DMSO 30%. En caso de no 

existir la presencia de “burst”, esto indicaría que el paso limitante se encuentra 

previo a la generación de NADH.  
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Figura 12. Determinacion del “burst” antes del estado estacionario de la reacción. 
A, B y C, ALDH1A1-D80G/S82A; D, E y F, control ALDH1A1, en presencia de tris 50 
mM pH 8, tritón 0.6%, DMSO 30%, respectivamente. 
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Análisis del estado de oligomerización. 

Al realizar el análisis de exclusión molecular de ALDH1A1-D80G/S82A en 

presencia de DMSO, los resultados no fueron claros, ya que la enzima eluyó de la 

columna en fracciones intermedias entre el dímero y el tetrámero, mientras que el 

control ALDH1A1 en las mismas condiciones eluyó como tetrámero (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 13. Curva de calibración de la columna de exclusión molecular en presencia 
de DMSO.  
 

Debido a que los resultados obtenidos hasta este punto no fueron concluyentes, 

se optó por realizar mutagénesis sitio dirigida en la región del C-terminal, tal como 

se describe  a continuación y más detalladamente en el artículo publicado.  
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8.2 Datos publicados. 

El fenómeno de la reactividad de la mitad de los sitios en las aldehído 

deshidrogenasas es un evento poco estudiado y de gran relevancia, pues la 

dilucidación acerca de éste, nos puede llevar a conocer de manera más profunda 

el mecanismo de regulación estructural de esta enzimas y con ello proponer 

nuevas estrategias de modulación sobre su actividad en diferentes procesos no 

sólo a nivel fisiológico, sino también con fines biotecnológicos. 

Weiner et al. (1976) demostró que las ALDHs poseen reactividad de la mitad de 

los sitios, esto es, que de las subunidades que conforman un homotetrámero, solo 

funcionan dos. Se sabe que estas enzimas se encuentran arregladas como un par 

de dímeros, pero no se ha dilucidado si uno de los dímeros es activo y el otro 

inactivo, o bien, si una subunidad de cada par de dímeros es la que cumple con la 

función catalítica. Este hecho es el que nos llevó a proponer la dependencia del 

estado de oligomerización en este fenómeno; pues existe la posibilidad de que al 

estructurarse el par de dímeros en forma tetramérica, sea cuando una de las 

subunidades de cada dímero pierda su capacidad catalítica. 

 

Parte de los resultados obtenidos a este respecto se publicaron en el siguiente 
artículo: 

Yoval-Sánchez, Belem1; Pardo, Juan Pablo2; Rodríguez-Zavala, Jose1* (2013). "New 
Insights into the Half-of-the-Sites Reactivity of Human Aldehyde Dehydrogenase 
1A1". Proteins: structure function and bioinformatics. DOI: 10.1002/prot.24274. 
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8.3 Datos no publicados sección B. 

En el presente estudio se mostró la obtención de una aldehído deshidrogenasa 

dimérica y estable mediante la fusión de la proteína verde fluorescente (GFP) en el 

C-terminal de la secuencia de ALDH1A1 y con ello se demuestra la relevancia de 

la estructura oligomérica con respecto a la reactividad de la mitad de los sitios, ya 

que en la mutante dimérica se revelan dos sitios activos y estos son funcionales. 

Sin embargo, el sitio activo de esta mutante se modificó y con ello la especificidad 

por sus sustratos. Se evidenció la modificación del sitio activo en la mutante  

ALDH1A1-GFP al analizar el efecto de  diferentes inhibidores reportados para 

ALDHs y ADH donde los valores de Ki obtenidos se encuentran en el rango de 

0.02 – 1.5 M [145]. Los datos obtenidos se muestran en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3. Efecto de inhibidores de ALDHs y ADH sobre la actividad de 
ALDH1A1-GFP. 

Cumarina 
(M) 

% 
Vmax 

Daidzina 
(M) 

% 
Vmax 

Disulfiram 
(M) 

% 
Vmax 

Pirazol 
(M) 

% 
Vmax 

0 
 

100 0 100 0 100 0 100 

15 
 

115 1 101 1 119 20 87 

30 
 

95 15 138 10 138 100 88 

45 100   20 124   
 *Experimentos realizados a pH 7.4 

Como se puede observar estos compuestos no ejercieron su efecto de inhibición 

en la mutante ALDH1A1-GFP, indicando un cambio en el arreglo tridimensional de 

la estructura del sitio activo; por lo cual se decidió explorar cambios a nivel 

estructural en esta enzima mutante. Para ello se determinó la accesibilidad de los 

triptófanos al solvente  en ALDH1A1 y en ALDH1A1-GFP, al determinar las 



62 

 

constantes de  Stern-Volmer (Ksv) titulando con acrilamida que es un “quencher” 

neutro de la fluorescencia [146], con el fin de determinar si el sitio activo se había 

reducido y por esta razón se modificaron los parámetros cinéticos de la enzima 

mutante. El análisis se realizó en presencia y ausencia de los sustratos. Se 

encontró que la accesibilidad de los triptófanos al solvente de la enzima mutante 

disminuye un 28% en presencia de NAD+ mientras que el área de ALDH1A1 

disminuye un 33% de área expuesta; lo cual sugiere que el volumen del sitio activo 

en la mutante ALDH1A1-GFP efectivamente se encuentra reducido (Figura 12).  
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Figura 12. Determinación del área expuesta al solvente. A. Espectros de emisión de 
fluorescencia al adicionar concentraciones crecientes de acrilamida a la proteína. B. 
Cálculo del área expuesta al solvente. C y D. Determinación del área expuesta al 
solvente para ALDH1A1 y ALDH1A1-GFP, respectivamente.  , en ausencia de 
sustratos; , en presencia de NAD+; , en presencia de propionaldehído. 
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En cuanto al arreglo tridimensional de la GFP en la mutante generada, esta se 

puede arreglar como monómero o como dímero. Para explorar estas posibilidades, 

se realizó una curva de desnaturalización por urea y se observó que a una 

concentración de 2 M, ambas proteínas (ALDH1A1 y ALDH1A1-GFP) aún 

conservan su estructura cuaternaria (Figura 13A y 13B). Con esta información se 

determinó la relación entre los picos máximos de excitación (R395/475), ya que se ha 

reportado que, cuando la GFP se encuentra en forma de monómero la R395/475  es 

menor que cuando se encuentra en forma dimérica. Al realizar el experimento sin 

urea la R395/475 encontrada fue de 2.75, mientras que a 2 M de urea la R395/475  fue 

de 2.4 (Figura 13C y 13D), indicando con ello que antes de la exposición a la urea, 

la GFP en la enzima mutante se encuentra en forma dimérica. Esto último 

explicaría el incremento en los valores de los parámetros cinéticos obtenidos para 

la mutante generada y el hecho de que no se haya observado efecto de los 

inhibidores sobre la actividad enzimática; pues al estar los monómeros de GFP 

acoplados en forma dimérica en la interfase de los dímeros de ALDH1A1, este 

arreglo,  probablemente reduce la accesibilidad de los diferentes sustratos al sitio 

activo y por ende se modifique la afinidad y velocidad máxima de la mutante.    
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Figura 13. Determinación del arreglo oligomérico de la GFP en la mutante. 
Desnaturalización por urea, A y B. ALDH1A1 y ALDH1A1-GFP, respectivamente. C. 
Espectros de emisión  de la GFP en la mutante ALDH1A1-GFP. D. Relación entre los 
máximos de emisión a 0 y 2M de urea para ALDH1A1-GFP, indicando la asociación 
de la proteína en forma de monómero o dímero. 
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Capítulo 9. Discusión general 

El trabajo realizado en esta tesis demuestra que la fusión de la proteína verde 

fluorescente (GFP) en el C-terminal de la mutante ALDH1A1-S82A/D80G, fue 

exitosa para estabilizar a la enzima ALDH1A1 en dímeros; además de que se 

pone en evidencia la dependencia existente de la reactividad de la mitad de los 

sitios en las enzimas tetraméricas, con el estado de oligomerización. Esto nos 

lleva a sugerir que la ALDH3A1, que presenta una conformación dimérica posee 

reactividad de sitio completo; puesto que, una vez que los dímeros de ALDH1A1  

fueron generados, se observó que cada subunidad en el dímero es funcional y 

activa. La fusión de ALDH1A1-D8OG/S82A con GFP no solo ayudó a explicar el 

fenómeno de la reactividad de la mitad de los sitios, sino que también le confirió a 

la enzima mayor estabilidad térmica y resistencia a la inactivación por acción de la 

acroleína, uno de los principales productos de la peroxidación lipídica. Todo lo 

anterior contribuye al mejor entendimiento del mecanismo cinético de las ALDHs y 

ofrece un panorama de cómo poder regular su actividad en los diferentes 

padecimientos en los que se encuentran relacionadas, ya sea mediante terapia 

génica o bien en el área de diseño de fármacos moduladores de su actividad; 

incluso en el área biotecnológica, produciendo a través de ellas algún aldehído de 

importancia industrial.    
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9.1. Conclusiones generales. 

 

Las bases estructurales de la reactividad de la mitad de los sitios en las ALDHs 

tetraméricas no han sido completamente explicadas hasta el momento; Steinmetz, 

C. et al. (1997) y Ni, L. (1999), relacionaron la reactividad de la mitad de los sitios 

con las dos diferentes conformaciones que puede tomar el anillo de nicotinamida 

del NAD+ en el sitio activo, mientras que  Zhou and Weiner (2000), muestran que 

el efecto de una subunidad en las propiedades de otra ocurre entre las 

subunidades que pertenecen al mismo dímero y no entre el par de dímeros. Esto 

último refuerza nuestros datos, al demostrar que una enzima tetramérica con la 

mitad de sus sitios activos, al ser estabilizada en dímeros, despierta la capacidad 

catalítica en cada una de las subunidades que lo conforman y aun cuando cada 

subunidad muestra una afinidad diferente por sus sustratos; este hallazgo se 

puede interpretar como reactividad de sitio completo; con lo cual el objetivo de 

este trabajo queda cubierto. 
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Capítulo 10. Susceptibilidad de las aldehído deshidrogensas humanas a 

productos de la peroxidación lípidica. 

 
 
Las aldehído deshidrogenasas participan de manera importante en la 

desintoxicación de compuestos generados a partir de la LPO, por lo que su 

contribución en la desintoxicación de estos compuestos en padecimientos que 

involucran altos niveles de estrés oxidante, las convierte en enzimas esenciales en 

el organismo. Por otro lado, a través de su modulación se pueden regular diversos 

procesos del crecimiento y desarrollo celular. Además, mediante el conocimiento 

de su secuencia, estructura y propiedades cinéticas se pueden diseñar estrategias 

que puedan contribuir a eliminar los carbonilos causales de diferentes patologías.  

En el trabajo que se muestra a continuación se evaluó el efecto de diferentes 

aldehídos lipídicos sobre la actividad de las tres principales isoformas de aldehído 

deshidrogenasas (ALDH1A1, ALDH2 y ALDH3A1), encontrando que la ALDH3A1 

es la isoforma más resistente al efecto de la acroleína, 4-HNE y malondialdehído, 

esto al compararse con las isoformas ALDH1A1 y ALDH2. Dicho hallazgo nos 

llevó a analizar la secuencia de aminoácidos involucrados en el reconocimiento del 

NAD+ y del aldehído en el sitio activo de las diferentes isoformas, con el fin de 

determinar los residuos responsables de la protección o inactivación en las ALDHs 

frente a diferentes aldehídos producto de la lipoperoxidación. Los datos se 

muestran y discuten de manera detallada en el siguiente artículo.  
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10.1. Artículo publicado. 
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10.2 Participación del residuo R292 del sitio de unión del NAD+ en ALDH3A1 

en la protección frente a productos de la lipoperoxidación (Datos no 

publicados). 

 

La subfamilia de las ALDH3 está constituida por enzimas que tienen un rol 

específico en el metabolismo de los productos de la peroxidación de lípidos, tales 

como alquenales de cadena mediana e hidroxialquenales y se ha encontrado una 

alta actividad de ésta enzima en la cornea, el estomago, el hígado, el tracto 

urinario y en algunos tipos de cáncer [4]. En el artículo mostrado previamente, se 

reportó que el orden de susceptibilidad por aldehídos lipídicos en las ALDHs es 

ALDH2>>ALDH1>ALDH3 y se sugirió a la K292 como posible blanco de 

inactivación de las ALDHs tetraméricas por productos de la lipoperoxidación; pues 

al realizar un alineamiento de los aminoácidos involucrados en la unión y 

estabilización  sitio de unión del NAD+ entre las diferentes isoformas, se observó 

un residuo de arginina presente en la posición 292 en ALDH3A1 y no en ALDH1A1 

y ALDH2; estas en la posición equivalente muestran un residuo de lisina. Por lo 

anterior y como continuación de ese trabajo, se decidió generar la mutante 

ALDH3-R292K con el fin de dilucidar la participación de este aminoácido en la 

protección o susceptibilidad a aldehídos tóxicos. Una vez generada esta mutante 

se clonó, sobre-expresó y purificó.  

Los parámetros cinéticos de ALDH3A1-R292K fueron evaluados con el fin de 

detectar alguna diferencia con respecto a ALDH3A1 silvestre. Se determinó un 

incremento de 2 veces en la Km y una disminución de aproximadamente 6 veces 

en la Kd de la ALDH3A1-R292K por NAD+. En cuanto al NADH,  se encontró una 
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disminución en la afinidad por el producto de 5 veces para la mutante al ser 

comparada con la enzima nativa, contrario a lo que se esperaba, pues hubo un 

incremento en la afinidad por el NAD+. Esto último indicaría que efectivamente 

hubo una modificación conformacional en el sitio de unión por el NAD+ producto de 

la mutación realizada.  

Lo siguiente fue determinar la participación y susceptibilidad de este sitio en la 

inactivación por acroleína. Pues se ha reportado que, los aldehídos como 

acroleína y 4-HNE reaccionan preferencialmente con residuos de cisteína, lisina e 

histidina y no reaccionan con residuos de arginina [Doorn], entonces se esperaba 

que la acroleína se uniera a la lisina de la proteína mutante y con ello afectara la 

unión del NAD+ en su sitio, si es que este, participa en la inactivación an te este 

tipo de compuestos. Para este fin se formaron aductos enzima-acroleína, 

incubando 10 minutos a la enzima en presencia de acroleína (3mM), para 

posteriormente evaluar la Kd por NAD+ en estas condiciones. Los resultados se 

pueden observar en la siguiente tabla: 

 

Tabla 4. Efecto de la formación de aductos con acroleína sobre la afinidad de 
las enzimas por el NAD+. 

Km NAD+ KdNAD+ en 
ausencia de 

acroleína

KdNAD+en
presencia de 

acroleína

ALDH3A1 29 + 7 490 125
2388

ALDH3-R292K 71 + 10 184
2689

118
2338

 
*Valores de Km y Kd en M, 1 y 2 indican la presencia de dos componentes en el perfil 

cinético. 
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Al analizarse los resultados obtenidos a este respecto, se observó un incremento 

en el valor de Kd por NAD+ para la enzima mutante al compararse con la enzima 

silvestre, contrario a lo que se esperaba (Tabla 4). Sin embargo, estos son datos 

preliminares. Por otro lado, se evidenciaron dos componentes en el perfil cinético 

tanto de la enzima silvestre como de la enzima mutante; para esta última los dos 

componentes se observaron tanto en ausencia como en presencia de acroleína. 

Estos datos, pueden ser una evidencia de que la ALDH3A1 trabaja de manera 

activa con sus dos sitios, aunque cada sitio posee diferente afinidad por el 

sustrato. De manera alterna, se evaluó la afinidad por el benzaldehído a pH 7.4 y 

9.5 (Tabla 5 y 5.1) y no se encontró una diferencia significativa entre ALDH3A1 y 

ALDH3A1-R292K; lo cual se esperaba, puesto que la mutación fue realizada en el 

sitio de unión del NAD+. Sin embargo; se observaron diferencias importantes en la 

afinidad por acroleína y por 4-HNE (Tabla 5 y 5.1), lo cual afirma que tanto el sitio 

de unión por NAD+, así como el sitio de unión del aldehído, mantienen una 

importante comunicación y que al ser modificado uno solo de los aminoácidos 

involucrados en la unión de uno de los sustratos, este puede ser capaz de afectar 

el reacomodo de los demás residuos en el “core” catalítico y por ende modificar la 

especificidad por ambos sustratos. 

Tabla 5. Especificidad de las enzimas por diferentes aldehídos. 

  ALDH3  H3R292K   

 Benzaldehído Acroleína HNE Benzaldehído Acroleína HNE 

Km  
(mM) 

0.2 ± 0.02 1.27±0.27 0.046+0.019 0.442 + 0.085 1.2 0.068 

Vmax 21.2 ± 6.2 1.3±0.25 2.34+0.093 1.2 + 0.255 0.8 1.2 
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(mol/min/mg) 

Vm/Km 
(ml*min-1mg-1) 

105 ± 23 1.03 ± 0.14 50 3 0.66 17 

*Experimentos realñizados a pH 7.4  

Tabla 5.1 Especificidad por diferentes aldehídos. 

  ALDH3A1   ALDH3R292K  

 Benzaldehído Acroleína 4-HNE Benzaldehído Acroleína 4-HNE 

Km  
(mM) 

0.17 ± 0.04 2.47±0.21 0.035+0.015 0.489+0.137 a) 0.0025 
b) 0.042 

0.068 

Vmax 
(mol/min/mg) 

12 ± 1.3 2.1±0.4 1.5+0.15 5.77+0.24 a) 0.0113 
b) 0.0508 

1.6 

Vm/Km 
(ml*min-1mg-1) 

71 ± 13 0.84±0.09 42 13+4 a) 4.5 
b) 1.2 

23 

*Experimentos realizados a pH 9.5. a y b indican la presencia de dos componentes en el 

perfil cinético. 

Como se puede observar en las tablas anteriores, a pH de 9.5  la afinidad por 

acroleína en el caso de ALDH3A1-R292K se incrementó prácticamente 60 veces 

con respecto a ALDH3A1 lo cual se ve reflejado en un incremento de la eficiencia 

catalítica por ese sustrato. En cuanto al 4-HNE, no se observaron cambios 

importantes en la afinidad,, incluso pareciera ser menos eficiente catalíticamente 

en presencia de este sustrato. Un hallazgo interesante a este respecto, es que, 

cuando se evaluó el comportamiento cinético de la mutante en presencia de la 

acroleína se observaron 2 componentes, uno con una Km de 2 M y otro con Km 

de 30 M, indicando con esto la presencia de dos sitios activos en la enzima con 

diferente afinidad, mientras que para ALDH3 se observa un solo componente con 

valor de Km de 2.4 mM (Tablas 5 y 5.1). Esto podría ser un indicio de que ALDH3 



80 

 

en realidad tiene reactividad de todos los sitios, pero quizá no se revelan dos 

componentes en su cinética pues ambos poseen la misma afinidad. 

Una vez determinados los parámetros cinéticos por acroleína y 4-HNE para la 

enzima silvestre y la enzima  mutante; se realizaron experimentos de inactivación. 

Este análisis se llevó a cabo en presencia y ausencia  de los sustratos (NADH y 

benzaldehído). Como se puede observar, ALDH3-R292K (Figura 15B y Figura 

15D) es menos resistente que ALDH3A1 (Figura 15A y Figura 15C) al efecto de 

estos aldehídos tóxicos. Aunado a estos datos, el NADH protege contra el efecto 

de inactivación de la acroleína en la mutante, resaltando la importancia del residuo 

de arginina 292 y del sitio de unión del NAD+ en la protección de ALDH3A1. El 

efecto ejercido por el NADH no fue el mismo en presencia de 4-HNE, sugiriendo 

que este aldehído interactúa con otros residuos probablemente en el sitio de unión 

del aldehído. 
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Figura 15. Inactivación por acroleína y HNE. A y C, ALDH3. B y D, ALDH3-R292K. 
, Control; , NADH (1 mM); , Benzaldehído (1 mM); , Benzaldehído (1 mM) + 
NADH (1 mM). 
 

En resumen, estos resultados indican que el residuo R292 en ALDH3A1 es clave 

en el mecanismo de protección contra la inactivación por productos de la 

lipoperoxidación. 

 

Con la finalidad de evaluar alguna modificación en el paso limitante de la reacción 

entre la enzima silvestre y la enzima mutante, se determinó el “burst” antes del 

estado estacionario. Al realizar dicha determinación, este fenómeno no fue 

observado en la mutante, tal y como ocurre en el caso de la enzima nativa. Para 
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completar este análisis, también se evaluó  la actividad enzimática de ambas 

enzimas en presencia y ausencia de [2H]-benzaldehído, pues al ser el paso 

limitante de la reacción la transferencia del hidruro en ALDH3A1, se espera que en 

presencia de [2H]-benzaldehído la actividad enzimática disminuya por el efecto 

isotópico primario que ejerce dicho compuesto; pues el hecho de poseer el doble 

de la masa atómica en el hidrógeno hace que la reacción se lleve a cabo con 

mayor dificultad y ésta sea más lenta. Como se puede observar en la figura 16, no 

hubo diferencias significativas en los resultados de actividad obtenidos entre 

ALDH3A1 y ALDH3A1-R292K, lo cual nos llevó a concluir que no se modificó la 

etapa limitante de la reacción en la enzima mutante.  

40

60

80

100

%
 a

c
t
iv

id
a

d

Benzaldehído     [2H]-Benzaldehído

40

60

80

100

Benzaldehído     [2H]-Benzaldehído  

A B

Figura 16. Efecto del [2H]-Benzaldehído sobre la actividad de A) ALDH3 y B) ALDH3-
R292K. 
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Capítulo 11. Otras publicaciones. 

 

Las aldehído deshidrogenasas no sólo tienen un rol relevante en mamíferos, 

también son un importante mecanismo de detoxificación de aldehídos en 

diferentes organismos unicelulares; a continuación se presenta la relevancia y 

participación de estas enzimas en el protista de vida libre Euglena gracilis el cual 

ha sido estudiado ampliamente por su plasticidad metabólica y se ha propuesto 

como un posible biorremediador de aguas contaminadas por su capacidad de 

acumular diferentes metales pesados [Mendoza-Cózatl et al 2004, Rodríguez-

Zavala et al. 2007]]. En el trabajo que se presenta  a continuación, se muestra la 

caracterización y localización de diferentes enzimas involucradas con el 

metabolismo del etanol así como la repercusión de estas en dicho organismo.  
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