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ALGUNAS PROPIEDADES CINÉTICAS DE UNA L-AMINOÁCIDO
OXIDASA PURIFICADA DEL VENENO DE LA SERPIENTE

PERUANA “JERGÓN”

SOME KINETIC PROPERTIES OF A L-AMINO ACID OXIDASE
ISOLATED FROM PERUVIAN SNAKE VENOM

“JERGÓN”
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Edith Rodríguez y Armando Yarlequé

Se han determinado las principales propiedades cinéticas de una L-aminoácido oxidasa (L-
AO) purificada del veneno de , usando diferentes aminoácidos como sustratos, tales
como: L-leucina, L-fenilalanina, L-metionina y L-arginina. Previamente se establecieron las
curvas de pH óptimo para L-AO en función de cada aminoácido y luego se calcularon los
valores de K , V , K y K /K a pH 7,5 y 8,5.Asimismo, se determinaron los valores de K al
emplearse inhibidores específicos tales como: ácido antranílico, ácido benzoico, ácido
sulfanílico y ácido salicílico. Entre los sustratos ensayados a pH 8,5, la L-AO presentó mayor
actividad específica sobre L-fenilalanina, y luego sobre L-leucina, L-metionina y L-arginina,
siendo los valores de pH óptimo de 8,1 con L-metionina; 8,9 con L-arginina, y 8,2 con L-
fenilalanina. De acuerdo a la eficiencia catalítica, la L-leucina fue el mejor sustrato a 7,5
(K /k = 40,90 x 10 s M ) y pH 8,5 (Km y Vmax (K /k = 71,21 x 10 s M ).Asimismo, en
los estudios de inhibición enzimática se encontró que el ácido antranílico tuvo el menor valor
de K ( 008 mM), ajustándose al modelo de inhibición no competitiva, en tanto que el ácido
benzoico fue considerado un inhibidor competitivo y los ácidos salicílico y sulfanílico se
comportaron como inhibidores de tipo mixto.

L-aminoácido oxidasa, , parámetros cinéticos, inhibición
enzimática, K .

We have determined main kinetic properties of a L-amino acid oxidase (L-AO) purified from
venom, on different aminoacids as L-leucine, L-phenylalanine, L-methionine

and L-arginine. Previously optima pH curves were establish for each aminoacid and then K ,
V , K y K /K values at pH 7,5 and 8,5 were calculated. Furthermore K values using
anthranilic, benzoic, sulphanylic and salycilic acids were obtained. Between substrates
assayed at pH 8,5, L-AO showed higher specific activity on L-phenilalanine, followed by L-
leucine, L-methionine and L-arginine, being optimum values of 8,1 for L-metionine, 8,9 for
L-arginine, and 8,2 for L-fenilalanine. According to catalytic efficiency, L-leucine was the
best substrate at pH 7,5 (K /k = 40,90 x 10 s M ) and 8,5 (K /k = 71,21 x 10 s M ). On the
other hand, enzymatic inhibition assays showed that anthranilic acid had the lowest K value
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( 008 mM), fitting it to a non-competitive model. Benzoic acid was considered a competitive
inhibitor, while salicylic and sulphanylic acid showed mixed-type inhibition.

L-amino acid oxidase, , kinetics parameters, enzyme
inhibition, K

El veneno de las serpientes es considerado una mezcla de toxinas, enzimas y péptidos, los
cuales inducen diversos efectos en sus víctimas. Su función primaria es la captura de sus
presas; sin embargo, puede ser usado como defensa, causando daños severos a sus agresores,
entre ellos los seres humanos . Debido a su composición, los venenos de serpiente son objeto
de numerosos estudios orientados a: 1) aislar una o más sustancias activas del veneno, que en
bajas concentraciones puedan presentar efectos farmacológicos de gran interés para el
desarrollo de medicamentos; 2) tener una mejor comprensión de la función de las sustancias
aisladas del veneno de serpientes en el proceso del envenenamiento; y 3) verificar si existe
algún principio activo, sintético o natural que pueda inhibir la acción del veneno y de algunas
proteínas aisladas del mismo. En este aspecto, el veneno de las serpientes de la familia
Viperidae presenta una composición más compleja que la de otras familias, pues contienen un
gran número de proteínas bioquímica y farmacológicamente activas .
En el Perú existe una fauna ofídica muy variada habiéndose reportado hasta la fecha 47
especies de serpientes venenosas, de las cuales 24 pertenecen al género . Entre ellas
se destaca la especie , perteneciente a la familia Viperidae , por ser la causante
del 90% de mordeduras, lo cual constituye un problema de salud pública muy importante .
Dentro de los principales componentes del veneno de

encontramos a la L-aminoácido
oxidasa o L-AO (EC 1.4.3.2), la cual es una flavoproteína responsable del color amarillo de los
venenos y es específica para la desaminación oxidativa de un L-aminoácido hasta un

ácido con la consiguiente producción de amoniaco y peróxido de hidrógeno . Además, se
han aislado y caracterizado otras L-aminoácido oxidasas como las de y

.
En cuanto al estudio de L-AO de Lazo . aislaron y determinaron varias
características bioquímicas de esta enzima, como el peso molecular y la determinación de
azúcares asociados. Así, también se determinó su acción biológica, encontrándose que
presenta efecto antimicrobiano sobre microorganismos patógenos, efecto
contra promastigotes de y contra epimastigotes de

, además de un marcado efecto edemático . Dado el potencial
biotecnológico de la L-aminoácido oxidasa del veneno de la serpiente de mayor interés
médico en Perú, , es necesario evaluar sus principales propiedades cinéticas.
Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue estudiar experimentalmente la cinética
enzimática de esta L-AO para evaluar el efecto que tiene sobre ella, la naturaleza química de
los sustratos, como también ensayar posibles inhibidores, evaluando el grado y la naturaleza
de la interacción, para seleccionar así los mejores inhibidores candidato lo que permitirá
establecer posibles mecanismos de regulación de esta enzima.

Se empleó la L-aminoácido oxidasa del veneno de , la cual fue purificada siguiendo la
metodología reportada previamente por Lazo et al , utilizando para esto una cromatografía de
filtración molecular en Sephadex G-75, seguido de una cromatografía de intercambio iónico
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en CM Sephadex C-50. La enzima purificada fue almacenada a -20 ˚C hasta la realización de
los ensayos cinéticos.

Como sustratos se emplearon los siguientes L-aminoácidos: L-leucina, L-metionina, L-
arginina y L-fenilalanina (Sigma Chemical Co.) (figura 1). Asimismo, para los estudios de
inhibición enzimática se utilizaron los siguientes compuestos: ácido salicílico, ácido
sulfanílico, ácido benzoico y ácido antranílico. (Sigma Chemical Co) (figura 2).

Sustratos e inhibidores en estudios

L-leucina L-fenilalanina

L-metionina L-arginina

Figura 1. L-aminoácidos empleados en la caracterización enzimática de la L-aminoácido oxidasa del
veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox

Ácido antranílico Ácido benzoico

Ácido sulfanílico Ácido salicílico

Figura 2. Compuestos sintéticos empleados en los ensayos de inhibición de la L-aminoácido oxidasa
del veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox

Nora Ruiz, Christian Solís, Gustavo A. Sandoval, Fanny Lazo, Edith Rodríguez y Armando Yarlequé
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Contenido proteico

Actividad de L-aminoácido oxidasa

Determinación del pH óptimo

Determinación de los parámetros cinéticos

Ensayos con inhibidores sintéticos de la actividad enzimática

La cantidad de proteína fue calculada midiendo la absorbancia de luz UV a 280 nm en un
espectrofotómetro Shimadzu UV 120-02. Además, se empleó el método de Lowry
modificado en nuestro laboratorio utilizando un fotocolorímetro Spectronic Bausch &
Lomb, empleando albúmina sérica bovina como proteína estándar.

Se determinó por el método descrito en el Worthington Enzyme Manual  , utilizando Buffer
Tris-HCl 0,2 M pH 7,5 conteniendo O-dianisidina 0,0065%, peroxidasa de rabanito al 0,001%
y L-leucina 1%. La mezcla fue preincubada durante 5 minutos a 37 ºC y luego se agregaron

ón de enzima, determinándose el incremento de absorbancia a 436 nm. La
actividad enzimática fue expresada en

ífica se expresó en U/mg de proteína. Una unidad de actividad corresponde a
la oxidación de 1 Del mismo modo, se evaluó la actividad de L-
AO sobre L-fenilalanina, L-arginina y L-metionina.

Se determinaron los pH óptimos de actividad de L-AO sobre L-fenilalanina, L-metionina y L-
arginina siguiendo el método descrito en el Worthington Enzyme Manual  . Para esto se
utilizaron en la mezcla de reacción buffer acetato de amonio 0,2 M (pH 5,0, 5,5, 6,0 y 6,5),
buffer Tris-HCl 0,2 M (pH 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5) y buffer glicina-NaOH 0,2 M (pH 10,0 y
10,5). Los valores de pH óptimo se obtuvieron mediante el Modelo de Gauss utilizando el
programa Microcal Origin versión 6,0.

Se determinó el comportamiento cinético de la L-AO purificada en buffer Tris-HCl 0,2 M
sobre L-leucina, L-metionina, L-fenilalanina y L-arginina a pH 7,5 y pH 8,5. La concentración
de enzima utilizada fue de 6,85 x 10 M, la cual se calculó a partir del peso molecular de la
enzima (127,87 kDa) estimado previamente y expresado en g/mol. El incremento en la
absorbancia a 436 nm se calculó de la porción inicial linear de la velocidad. Adicionalmente,
se estimaron los parámetros cinéticos K y V según la ecuación de Michaelis-Menten (V =
V [S]/ k + [S]), mediante la representación de Michaelis Menten y Lineweaver-Burk,
utilizando el software Sigmaplot versión 10,0. Se calcularon además los valores de K y
eficiencia catalítica.

Se determinó la acción inhibitoria del ácido salicílico, ácido benzoico, ácido sulfanílico y
ácido antranílico (0,005 - 16 mM sobre la actividad de L-AO utilizando L-leucina (0,2 - 1,5
mM) como sustrato a pH 8,5.mM. obteniéndose las curvas respectivas con las diversas
concentraciones de inhibidor. En cada caso se determinó el tipo de inhibición y la constante de
inhibición K , de acuerdo a la representación de Lineweaver-Burk, utilizando el software
Sigmaplot versión 10,0.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Actividad de L-AO y determinación del pH óptimo
De los ensayos de actividad de L-AO, se encontró que la mayor actividad específica sobre los
aminoácidos L-metionina, L-leucina, L-arginina y L-fenilalanina, a una concentración de 7,5
mM y pH 8,5. Asimismo, la enzima demostró tener acción en el rango de pH de 6,9 a 9,6,
obteniéndose valores de pH óptimo de 8,9 para L-arginina, 8,1 para L-metionina y 8,2 para L-
fenilalanina (tabla 1).
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Parámetros cinéticos para los principales sustratos

Modelo de inhibición y valores de K

Los valores de V (µmoles/min/mg) y K (mM) obtenidos a pH 7,5 y 8,5 se muestran en la
tabla 1. Para todos los casos se observó que la enzima se ajustó al modelo de cinética
Michaeliana a concentraciones bajas de sustrato y también se observó inhibición por sustrato a
altas concentraciones. Los menores valores de K se obtuvieron a pH 8,5 para los L-
aminoácidos: L-leucina, L-fenilalanina, y L-arginina, mientras que para L-metionina el
menor valor de K se obtuvo a pH 7,5. Asimismo, se muestran los valores de K y eficiencia
catalítica (K /K ) para dichos sustratos.

La actividad de L-AO fue inhibida de modo no competitivo por ácido antranílico con
constante de inhibición (K ) de 0082 mM. La inhibición de L-AO fue competitiva cuando se
empleó ácido benzoico, con un valor de K de 2,2 mM. Al emplearse ácido sulfanílico y ácido
salicílico, el modelo de inhibición fue mixto con valores de K de 3,8 y 4,5 mM,
respectivamente (tabla 2).
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Tabla 1. Estimación de parámetros cinéticos para la L-aminoácido
oxidasa de sobre diferentes sustratosB. atrox

Sustrato pH
Km

(mM)

Vmax

(µmoles/min/mg)

Kcat

(s-1)

Kcat/Km

(s-1 M-1) x 104

L-leucina
7,5 0,127 24,49 52,19 40,90

8,5 0,118 39,52 84,24 71,21

L-fenilalanina
7,5 0,067 7,21 15,17 22,44

8,5 0,051 11,47 24,44 47,89

L-metionina
7,5 0,283 29,90 63,72 22,54

8,5 0,449 22,98 48,97 10,91

L-arginina
7,5 26,465 47,12 100,42 0,38

8,5 1,652 17,25 36,78 2,23

Inhibidor
Concentraciones

ensayadas (mM)

Ki

(mM)

Km

(mM)

Vmax

(µmol/min/mg)

Modelo de

inhibición

ácido antranílico

(o-aminobenzoico)
0,005, 0,01 y 0,02 0,008 0,199 43,7 no competitivo

ácido benzoico 2, 3, 6, 8 y 12,5 2,2 0,137 41,1 competitivo

ácido sulfanílico

(p-aminobencenosulfónico)
5, 6,5, 8, 9 y 10 3,8 0,176 44,7 mixto total

ácido salicílico

(o-hidroxibenzoico)
2, 3, 4, 5, 9, 10 y 16 4,5 0,175 43,9 mixto total

Tabla 2. Acción de diversos inhibidores sobre la L-aminoácido oxidasa de B. atrox
utilizando L-leucina como sustrato
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Actividad de L-AO sobre diversos sustratos y pH óptimo

Análisis cinético

Modelos de inhibición

Se ha reportado que este tipo de enzimas presenta una especificidad muy marcada para cierto
tipo de sustratos L-aminoácidos, la cual varía dependiendo de la especie de serpiente en
estudio. De los resultados obtenidos en el presente estudio, la L-AO de mostró mayor
preferencia por aminoácidos apolares hidrofóbicos, como la L-leucina, L-fenilalanina y L-
metionina, seguido por aminoácidos polares básicos, como la L-arginina. Esto sugiere que la
cadena lateral del aminoácido debe ser apolar para que el sustrato sea más específico,
debiendo existir en el centro activo de la enzima una región apolar que interaccione con dicha
cadena lateral. La preferencia por este tipo de aminoácidos hidrofóbicos ha sido reportada
para la L-AO de . Asimismo, se encuentran resultados similares reportados
para las L-AO de y .
Con respecto a los ensayos para establecer el pH óptimo de L-AO de , la máxima
actividad se registra a pH 8,3 usando L-leucina como sustrato, siendo este valor similar al
reportado previamente para esta misma enzima .Además, se encontró que la enzima mantiene
un 80% de esta actividad máxima en el rango de pH 7,5 a 8,7. Estos valores de pH óptimo son
semejantes a los reportados para las L-AO de (pH óptimo: 7,5, sobre L-
leucina), (pH óptimo: 9,0, sobre L-lisina; 8,5 sobre L-leucina, L-metionina,
L-fenilalanina y L-arginina; 8,0 sobre L-isoleucina y 7,5 sobre L-triptófano) y

(pH 6,0 y 7,4 sobre L-fenilalanina y L-leucina, respectivamente). En todos los casos
reportados se observa que el pH óptimo varía dependiendo del aminoácido utilizado como
sustrato.

La L-AO de exhibió una cinética enzimática que se ajusta al modelo de Michaelis-
Mente, donde el valor de K corresponde a la concentración de sustrato a la cual se alcanza la
mitad de la velocidad máxima, V , y es una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato.
En la tabla 2 se muestran los valores de K para la L-aminoácido oxidasa empleando L-
leucina, L-metionina y L-arginina como sustratos. A pH 7,5 y 8,5, se observa que la cadena
lateral del aminoácido debe ser apolar para que el sustrato sea más específico, obteniéndose
valores de K menores. Esto nos indica que en el centro activo de la enzima existiría una región
apolar que interacciona con la cadena lateral de los aminoácidos apolares. Los menores
valores de K se obtuvieron a pH 8,5, y son resultados muy similares a los obtenidos para

, y , donde se
encuentra la misma especificidad, es decir: L-fenilalanina > L-leucina > L-metionina > L-
arginina. Esto demuestra que las L-AO de venenos de serpientes exhiben un comportamiento
cinético muy similar.
La presencia de una región apolar en el centro activo podría favorecer una mayor actividad de
la enzima respecto a otras del mismo tipo, ya que polariza no sólo el grupo catalítico sino
también los posibles enlaces con el sustrato, exhibiendo una mayor reactividad. En cuanto a la
eficiencia catalítica encontramos que el mayor valor lo exhibe L-leucina tanto a pH 7.5 como
8.5, lo cual está en relación con su grado de hidrofobicidad y sobretodo por su abundancia en el
medio celular  .

Debido a la preferencia de L-AO de sobre aminoácidos hidrofóbicos y aromáticos, se
evaluó la actividad inhibitoria de un grupo de moléculas sintéticas que presenten un anillo
aromático en su estructura, ya que esta característica ofrecería un mayor ajuste del sustrato al
sitio activo. De los parámetros cinéticos que muestra el efecto de inhibición enzimática se
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consideró el valor de K (constante de inhibición), que corresponde a la concentración de
inhibidor que reduce a un tercio el valor de V , cuando [S] = K . El valor de K es comparable
al de K ya que revela el grado de afinidad de la enzima por el inhibidor. De acuerdo a los
resultados de la tabla 2, el ácido antranílico, ácido acetilsalicílico, ácido benzoico y ácido
sulfanílico, inhibieron la actividad de L-AO, si bien en diverso grado y presentando diferentes
modelos de inhibición.
En el caso de la inhibición por el ácido benzoico, ésta se ajustó al modelo de inhibición
competitiva, la cual se explicaría por la presencia del anillo bencénico. Por otro lado, el ácido
antranílico u o-aminobenzoico, resultó ser el inhibidor más potente, donde la presencia del
sustituyente amino en el anillo bencénico incrementa la polaridad positiva y por ende la
afinidad de la enzima por esta molécula. Estas moléculas presentan una semejanza estructural
con los sustratos, por un lado poseen un grupo carboxilo cargado y por otro un grupo
hidrofóbico, el anillo bencénico: por lo que se estarían reaccionando en la misma región de la
enzima que en el caso de los sustratos. Estos resultados sugieren que las porciones
electrostáticas e hidrofóbicas presentes en la estructura del inhibidor estarían involucradas en
su trayectoria hacia el sitio activo, siendo ambas características complementarias para lograr
una inhibición de esta enzima. Sin embargo, el modelo de inhibición para el ácido antranílico
es no competitivo, lo que sugeriría que la interacción de éste con los residuos positivos no se da
a nivel de residuos básicos en el sitio activo, sino más bien a lo larga de la trayectoria hacia el
sitio activo.
Diversos estudios de inhibición enzimática realizados con las L-aminoácido oxidasas han
mostrado que este tipo de enzimas responde al modelo de inhibición competitiva. En 1948,
Zeller señaló que el ácido benzoico, ácido salicílico, ácido mandélico, las sulfonamidas, los
ácidos sulfónicos aromáticos y los ácidos alifáticos ónicos, son inhibidores
competitivos de la L-aminoácido oxidasa de . Asimismo, De Kok .  , utilizando
diferentes inhibidores competitivos realizó un análisis del mecanismo de unión de los
inhibidores al sitio activo de la enzima de , observándose que los ácidos
benzoicos metasustituidos fueron los inhibidores más fuertes.
Con respecto al ácido sulfanílico y al ácido salicílico, los valores de K son mucho mayores, lo
que demuestra que son menos afines a la enzima. Este se debe probablemente a que exhiben
una mayor acidez (valores de pKa menores), lo cual constituye un factor que podría incidir en
la fuerza de unión del sustrato a la enzima. Además, estos ácidos exhibieron un patrón de
inhibición del tipo mixto. Estos resultados se complementa con los reportados por Page y
Vanetten para la L-AO de , quienes indican que el mecanismo de catálisis
general implicado en la reacción enzimática utilizando L-leucina como sustrato es de
naturaleza básica.
Diversas estructuras de inhibidores sugieren que los compuestos aromáticos que tienen un
grupo carboxilo o hidroxilo son capaces de inhibir a las enzimas L-AO  . La similar afinidad
que presentan los ácidos grasos sustituidos y no sustituidos por la L-AO, sugiere que el efecto
de adicionar el componente aromático resulta comparable a incrementar el tamaño de la
cadena alifática. Aún cuando no se ha establecido, es razonable suponer que la interacción
entre L-AO y los aminoácidos involucran tanto a los grupos amino como a los carbonilo. Del
mismo modo, se esperaría que los grupos ácidos del inhibidor reaccionen en la misma porción
de L-AO que las porciones carboxilo de los aminoácidos. Por estas razones se cree que los
inhibidores que contengan tanto el grupo básico como ácido pueden ser más efectivos que los
que sólo cuenten con uno de éstos. Otro factor estructural es el cofactor FAD, que tiene una
importante interacción con los átomos de la proteína, siendo considerado inclusive como un
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dominio de ésta, por lo que se piensa que el incremento en el ambiente apolar alrededor del
FAD puede perturbar su espectro de absorción, afectando así también la actividad enzimática.
Además, el grupo FAD de la enzima es importante para establecer interacciones con los
sustratos los residuos de aminoácidos básicos tales como la histidina 461, arginina 88 y lisina
324. Esto explica la afinidad a moléculas como los ácidos benzoicos que presentan como
sustituyentes característicos un grupo carboxilo, grupo también presente en los sustratos L-
aminoácidos de esta enzima.
Apartir de este análisis, se puede decir que la estructura farmacofórica de un inhibidor de la L-
aminoácido oxidasa apropiado para especies del genero debe poseer al menos un
grupo aromático con un sustituyente con carga negativa y otro sustituyente con polaridad
positiva, con el fin de que tenga una mayor fuerza de unión al centro activo de la enzima,
inhibiendo de esta manera su actividad enzimática pudiendo reducir así los efectos tóxicos del
veneno.
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