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INTRODUCCION

La adenosina desaminasa (adenosina aminohidrolasa: E.C. 3.5.4.4.) cataliza a todos
los efectos la desaminacion hidrolitica irreversible de la adenosina a inosina y amonia-
co. En un trabajo previo publicado por nosotros, Martinez y col. 5 hemos descrito un
método de purificacion para esta enzima obtenido de misculo esquelético de bovido
con el que se logra un enriquecimiento de la actividad de 950 veces aproximadamente.
En el mencionado trabajo se han publicado también datos sobre algunas propiedades
cinéticas y cataliticas de la enzima (perfil de pH, efecto de la temperatura sobre la es-
tabilidad, necesidad de cofactores, inhibicién por reactivos con grupos sulfidrilo, K.
ctc.). Al pH optimo la reaccion sigue un mecanismo ordenado UNI-BI donde el amo-
niaco es el primer producto que se libera, Martinez y col.b:

ADENOSINA AMONIACO INOSINA
K | K, K,1 K, KSIKn
[E] [(EFADENOSINA) (EFAMONIACO-INOSINA)] [E-INOSINA] [E]

En este mecanismo, la etapa limitante de la velocidad en el sentido directo es la li-
beracién del amoniaco del complejo enzima-amoniaco-inosina de acuerdo con Orsi y
col. 7. -

En la presente publicacion se estudia el efecto del pH sobre la velocidad méaxima y
la constante de Michaelis de la reaccién catalizada por la adenosina desaminasa de
musculo de bovido, con la finalidad de obtener informacion acerca de qué grupos io-
nizables estan implicados en la actividad catalitica de la enzima.

(1) Dpto. de Higiene y Teenologia de los Alimentos y Toxicologia
An. Fac. Vet Leon. 1986, 32,3943
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron para este estudio preparaciones purificadas de adenosina desaminasa
de musculo esquelético de bévido segtin el método descrito por Martinez y col. * exen-
tas de actividades AMP desaminasa y 5° nucleotidasa y que, en las condiciones estin-
dar de ensayo, muestran una relacién lineal entre la velocidad inicial v la concentra-
cién de enzima.

La actividad enzimatica se midid a 25°C. en un espectrofotometro «Hitachi 200» si-
guiendo el descenso de la absorbancia a 265 nm por el método de Kalckar -.

La mezcla de la reaccion consistia en 150 umoles de tampon fosfato a distintos pHs.
130 umoles de adenosina y enzima en un volumen final de 3 ml. Se define una unidad
de actividad como la cantidad de enzima que cataliza la desaminacion de 1 umol de
adenosina por minuto en las condiciones citadas yapH 7,0. o

Antes de estudiar los efectos del pH sobre la velocidad maxima y la K se realizo
un experimento previo para conocer el erado de estabilidad del enzima frente al pH
en el rango de 5,3 a 8,6. Para ello se incubaron alicuotas de la preparacion enzimatica
durante cinco minutos en tampones fosfato 0.05 M a varios pH en el intervalo senala-
do y a la temperatura normal de andlisis. En estas condiciones la adenosina desamina-
54 es estable en todo el rango de pH estudiado.

RESULTADOS

o la tabla I se muestran los valores de Ky velocidad méxima en funcion del pH
e;‘n el mtervalo de 5,3-8,6. Los valores de V :1 y K se determinaron a cada pH por
E] procedimiento grifico de Lineveawer-Burk * utilizando las concentraciones varia-
aneési‘d'el Sustrato adenosina siguientes: 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 MM en la mezcla de

isis.

: La velocidad mdxima se expresa como pmoles de sustrato transformados por minu-
Oy por 100 unidades de enzima.

DISCUSION

N : . . ,
uestros resultados se discuten sobre el supuesto de que el mecanismo citado en la

i i R . " —
d“tmdUCClOT} (ordenado uni-bi) es el que sigue la reaccion a lo largo de todo ¢l rango
e pH estudiado.

En las figuras |

mux/K m cn fUnCi(')
ma al sust

Y 2 se muestra el efecto del pH sobre las constantes cinéticas
n del pH (fig. 1) parece que son esenciales en la unioén de la enzi-
e rato, qosvgrupos ioning];s; uno de pK 5,8 posiblemente un residuo de histi-
grupo imidazol de Ia histidina) y otro pK 7.5 requerido en forma protonada
probablemente un Erupo a-amino.
io;azaet:lae;:z-a lll:I:'mtante de la velocidad parece estar gobernada asimismo por dos grupos
i V 0es ?K ;‘g y otro en torno a pk.S, como se desprende de la representa-
i ]a_ his"{f‘é-en uncién del pl—_[ (fig. 2), a;omados probablemente a un grupo nmda__
Ny a un grupo tiol respectivamente. Resultados similares han obteni-

do gh[[son y Fisher ! con la adenosina desaminasa de intestino de bévido y Orsi y
col. 7 con la de duodeno de ternera,
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TABLAI
Efectos del pH sobre los parametros cinéticos de la reaccién

- - - . L —-—
5,3 17,38 56,20
Biyi5 20,54 83,00
5,9 21,33 173,00
6,3 22,91 186,00
6,6 190,00
6,8 23,30 194,90
750 23,70 194,90
y ) 24,49 199,50
754 190,00
7,6 26,86 186,00
748 31,60 177,00
8,0 35,55 125,00
8,3 63,00
8,6 33,18 39,80

Existe cierta duda acerca de la naturaleza de uno de los grupos requeridos para la
actividad de la adenosina desaminasa. concretamente ¢l de pK 8. Sin embargo, algu-
nos autores, como Maguire v Simu. han demostrado que en el mecanismo de la reac-
cién participa un grupo SH en el centro activo y los estudios de inhibicion por E'?I
para-hidroximercurobenzoato realizados por nosotros, Martinez y col. *, parecen indi-
car que. efectivamente. el pK de 8 aunque algo desplazado hacia la izquierda (el
PCMB inhibe a pH 8,5) corresponde a un grupo tiol.

RESUMEN

En este trabajo se ha investigado la dependencia del pH de los pardmetros cIneticos
de la reaccion catalizada por la adenosina desaminasa de musculo esquelético de bovi-
do en el rango de pH de 5,3 a 8.6.

Los resultados obtenidos indican que al menos tres grupos ionizables difer_entes del
centro activo del enzima participan en la reaccion. Uno, probablemente asociado a un
resto imidazol de la histidina (pK 5.8) y los otros dos (pK 7.5 y pK 8) asociados a un
grupo @amino y a un grupo tiol.
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Fig. | - Determinacion de los pK implicados en la unién del enzima al sustrato. Representacion de log. Vmax/Km en funcion del
pH.
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Fig. 2.- Determinacion de los pK de la clapa limitante de la velocidad (liberacion del amoniaco del complejo E-Amoniaco—-

Inosina). Representacion de log. Vmax en funcion del pH.
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BOVINE SKELETAL MUSCLE ADENOSINE
DEAMINASE: pH EFFECTS ON THE KINETIC
PARAMETERS OF THE REACTION

SUMMARY

The pH dependence of the kinetic parameters of the reaction catalyzed by adenosi-

ne deaminase (E.C. 3.5.4.4.) was investigated in the pH range of 5.3-8.6.

From the results obtained it is postulated that at least three groups of pKs of 5.8,

7.5 and 8.0 participate in the reaction. These groups are associated probably with a
rest of hystidine, an @amino group and a thiol residue respectively.
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