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RESUMEN
Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno humano oportunista, resistente a muchos
antibioticos y desinfectantes. Esta bacteria posee la enzima betaina aldehido
deshidrogenasa (PA5373, PaBADH) que participa en el segundo paso del catabolismo de
colina consistente en la oxidacion de betaina aldehido a glicina betaina, un eficiente
osmoprotector que le permite a la bacteria crecer en las condiciones de estrés osmotico que
imperan en los tejidos que infecta. Por esta razon se ha propuesto a la PaBADH como un
posible blanco de farmacos contra este patdgeno. La enzima PA2125 fue anotada como
BADH vy si esta anotacion es correcta también oxidaria a BAL y podria suplir a la
PaBADH en caso de que esta Ultima fuera inhibida. Sin embargo, la PA2125 ain no ha sido
caracterizada cinética o estructuralmente y por tanto se desconoce su especificidad por el
sustrato aldehido. En este trabajo de tesis nos propusimos estudiar esta especificidad, lo que
ademas nos permitiria inferir su papel fisiologico. Para ello, como primera aproximacion,
buscamos las proteinas pertenecientes a la misma familia que la PA2125 dentro de la
superfamilia de las aldehido deshidrogenasas (ALDHSs). De las 179 encontradas, todas ellas
bacterianas, s6lo de dos se conoce su actividad: una oxida al furfural y la otra al 2,5-
dihidroxibenzaldehido (gentisaldehido), aunque encontramos otras varias también anotadas
como BADHSs pero no caracterizadas. Para estudiar experimentalmente la especificidad de
la PA2125, clonamos y sobre-expresamos el gen pa2l125, obtuvimos la enzima
recombinante y la purificamos y caracterizamos cinéticamente. Encontramos que usa tanto
a NAD™ como a NADP* como cofactor, aunque prefiere al primero, que no usa a BAL o
furfural como sustrato y que oxida sustratos aromaticos como benzaldehido o derivados. De
estos, el 4-nitrobenzaldehido es el mejor, seguido por el 3-nitrobenzaldehido, 2-

hidroxibenzaldehido (salicilaldehido), benzaldehido y 4-metoxibenzaldehido, en este orden.



Estos resultados sugieren la participacion de la PA2125 en alguna ruta de degradacion de
compuestos aromaticos contaminantes de suelos que tenga como intermediario a un
aldehido aromatico sustituido, pero no podemos decir por ahora con certeza cuél es este
aldehido ni, por tanto, cual es el compuesto o compuestos contaminantes en cuya
degradacion participaria.

En estudios de velocidad inicial con benzaldehido como sustrato encontramos que sigue un
mecanismo cinético Bi Bi ordenado en estado estacionario, siendo el primer sustrato el
cofactor y el segundo el aldehido. La afinidad aparente por ambos disminuye cuando
aumenta la concentracion del otro. En estudios de cinética rapida encontramos que el paso
limitante de la reaccion es la hidrolisis del intermediario tioéster o la liberacion del cofactor
reducido.

Se obtuvo un modelo por homologia de la estructura tridimensional de la enzima con el que
se realizaron acoplamientos moleculares con NAD(P)" y con los aldehidos que fueron
probados in vitro. El residuo Gly175 en el sitio de unidn al cofactor le permite unir tanto a
NAD* como a NADP™, pero no pudimos explicar la preferencia de la enzima PA2125 por
NAD™. En cuanto a la especificidad por el aldehido, los resultados obtenidos indican que
Ser150, Argl57, Phe281 y Glu449 son importantes para determinar esta especificidad. Esto
se apoya ademas en los analisis de los contextos gendémicos de los genes que codifican para
las enzimas de la familia ALDH a la que pertenece PA2125, familia que parece estar

formada al menos por cuatro subfamilias.



| ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de las enzimas aldehido deshidrogenasas
Los aldehidos son compuestos orgénicos muy reactivos, en los cuales el carbono
carbonilico es muy electrofilico debido a la deficiencia electronica producida por la alta
electronegatividad del oxigeno que forma el doble enlace con el carbono, de tal manera que
el carbono carbonilico puede ser atacado por nucledfilos (OH, RO", R-NH2, CN", R-S’,
etc.) para llevar a cabo reacciones de adicion nucleofilica. Cuando el nucledéfilo que ataca al
carbono carbonilo es un grupo hidroxilo (-OH) se produce un compuesto hemiacetal, pero
cuando el nucledfilo es un grupo tiol (-SH) se produce un tiohemiacetal. Biol6gicamente
los aldehidos son compuestos intermediarios que se producen de forma exdgena como
enddgena. Los aldehidos enddgenos se producen en el metabolismo de lipidos, esteroides,
carbohidratos, aminoacidos, aminas biogénicas y vitaminas (Vasiliou et al., 2000). Al ser
compuestos altamente reactivos por su caracter electrofilico, los aldehidos son toxicos para
las células incluso a bajas concentraciones, pero existen varios tipos de enzimas que los
convierten en alcoholes o &cidos no téxicos. Entre estas enzimas destacan las aldehido
deshidrogenasas (ALDHs; EC 1.2.1) que catalizan la oxidacion irreversible dependiente de
nucledtido de nicotinamida y adenina (NAD™) o el nucleétido de nicotinamida y adenina
fosfato (NADP™) (Jakoby, 1963) de una gran variedad de aldehidos alifaticos y aromaticos a
sus respectivos acidos carboxilicos (Lindahl, 1992; Yoshida et al., 1998) (Esquema 1). Este
tipo de enzimas estan presentes en todos los organismos de la escala filogenética tanto en
procariotas como eucariotas (Sophos y Vasiliou, 2003), y se ubican en todas las regiones
subcelulares incluyendo el citosol (; Moore et al., 2009; Singh et al., 2013; Krupenko et al.,

2015), las mitocondrias (Liu y Schnable, 2002), peroxisomas, el reticulo endoplasmatico

19



(Ashibe et al. 2007) y el ndcleo (Stagos et al., 2010), con varias de estas enzimas
encontradas en mas de un compartimiento. En bacterias estas enzimas se encuentran

solubles en el citosol.

o} 0
. )L ALDH . )k
R Ho Y R TOH
H,O 2H
Aldehido Acido
carboxilico

Esquema 1. Reaccion general de las ALDHSs hidroliticas. X es -OH en el caso del cofactor
NAD* 0 -(PO4)* cuando el cofactor es NADP*. R puede ser una cadena alifatica

o un anillo aromético.

Las ALDHs se han clasificado por la Enzyme Commission (EC) con base en su
especificidad por el sustrato aldehido, lo que sugiere su papel fisioldgico. Sin embargo, en
ocasiones esta clasificacion no es precisa, porque a una misma enzima se le han asignado
diferentes niameros EC dependiendo del sustrato con el que se haya medido su actividad.
Tal es el caso de las betaina aldehido deshidrogenasas (BADHSs) de animales que pueden
usar como sustratos, ademas de la betaina aldehido (BAL), a diferentes m-aminoaldehidos y
por ello aparte de su clasificacion inicial como la isoenzima E3 de las aldehido
deshidrogenasas (EC 1.2.1.5), se las ha clasificado también como la 4-N-

trimetilaminobutiraldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.47) y la 4-aminobutiraldehido
20



deshidrogenasa (EC 1.2.1.19) (Mufoz-Clares et al., 2010). EI gran nimero de ALDHSs cuya
secuencia de aminoacidos ya se conoce, junto con las herramientas que hoy existen de
comparacion y andlisis de secuencias, han permitido clasificarlas de acuerdo con sus
relaciones filogenéticas en familias que agrupan proteinas que poseen al menos un 40% de
identidad entre ellas y que en conjunto forman la superfamilia de las ALDHs (Sophos y
Vasiliou, 2003; Black y Vasiliou, 2009; Riveros-Rosas et al., 2013). Algunas ALDHs
presentan una especificidad alta por los aldehidos que son sus sustratos, mientras que otras
usan una amplia gama de aldehidos con estructuras moleculares parecidas (Riveros-Rosas
et al., 2013). El Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés) tiene la base de datos de dominios conservados (CDD, por su sigla en inglés) para la
clasificacion de secuencias de proteinas de acuerdo con huellas de dominios conservados e
identifica de esta forma sitios funcionales en las proteinas; asi mismo incluye estructuras de
proteinas ya cristalizadas y las relaciona con su funcion (Marchler-Bauer et al., 2011). En
el caso de las ALDHs el CDD ha logrado relacionar los dominios conservados con las
familias de ALDHSs y de esta manera ha asignado una funcion a un dominio conservado de
secuencia. El CDD asigna un cédigo “cl” a una superfamilia de proteina y a una familia de
proteinas con un codigo “cd”. A la superfamilia de ALDHs dependientes de NAD(P)" el
CDD le ha asignado el codigo cl11961. Esta superfamilia agrupa a casi 60 familias, todas
ellas con diferentes cddigos cd, de las cuales 27 ya han sido numeradas y se conocen su
especificidad y funcion fisiologica; el resto no han sido caracterizadas, por lo que aun son
de funcidn desconocida. Entre estas Gltimas se encuentra la familia a la que pertenece la
PA2125, enzima ALDH que es objeto de estudio en esta tesis, como describiremos mas

adelante.
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Algunas ALDHSs presentan una especificidad alta por los aldehidos que son sus sustratos,
mientras que otras usan una amplia gama de aldehidos con estructuras moleculares
parecidas (Riveros-Rosas et al., 2013). Teniendo en cuenta la diversidad de aldehidos
enddgenos o exdgenos que pueden ser sus sustratos, las ALDHs cumplen muchas diferentes
e importantes funciones fisiologicas. Existen enzimas ALDHSs dependientes de NAD™, otras
dependientes de NADP* y aquellas con especificidad dual, es decir que no presentan
preferencia por uno u otro cofactor. Hasta la fecha la mayor cantidad de ALDHs que se
han caracterizado son NAD" especificas, en menor cantidad las NADP* especificas, como
la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante de Streptococus mutans
(SMGADP, ALDH11) (Cobessi et al., 1999), y en cantidad muy reducida las que usan de
forma indistinta y eficientemente uno u otro cofactor, como es el caso de la betaina
aldehido deshidrogenasa de P. aeruginosa (PaBADH, ALDH9) (Velasco-Garcia et al.,

2000).

1.2 Mecanismo quimico de reaccion catalizada por las aldehido deshidrogenasas
Esto se produce via formacion de un intermediario covalente (tiohemiacetal) entre el
aldehido y la cisteina catalitica de la ALDH. EI mecanismo quimico propuesto para la
reaccion catalizada por las ALDHs consiste en una catélisis covalente y &cido-basica que
consta de cuatro pasos principales (Feldman y Weiner, 1972) (Esquema 2): (1) Una vez que
se han unido tanto el cofactor como el sustrato aldehido al sitio activo, el grupo tiol de la
cisteina catalitica realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono del grupo carbonilo del

sustrato para formar un intermediario tiohemiacetal tetraédrico.
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Esquema 2. Mecanismo quimico de la reaccién de las ALDHSs hidroliticas. Adaptado de
Mufioz-Clares et al. (2011).

El oxianion formado en este paso es estabilizado mediante dos puentes de hidrégeno que
recibe de la asparagina catalitica y del nitrégeno del grupo amida de la cadena principal de
la cisteina catalitica. (2) Debido a la inestabilidad del intermediario tetraédrico, se regenera
el enlace doble entre el oxigeno y el carbono carbonilico por el traslape de orbitales p de
cada 4tomo, pasando de una geometria de hibridacion sp?, inestable en este caso, a una sp?

mas estable, lo cual propicia la transferencia del hidruro desde el aldehido al cofactor
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NAD(P)" para formar el intermediario tioéster y el cofactor reducido. (3) En el caso de las
ALDHs hidroliticas, la hidrolisis del tioéster por un ién hidroxilo, resultante de la
activacion de una molécula de agua (desprotonacion) por el glutdmico catalitico, libera el
grupo tiol y el producto &cido de la reaccién. (4) Por altimo, los productos salen del sitio
activo de la enzima en forma ordenada, primero el &cido y después el cofactor reducido,
regenerandose la enzima libre. Ni las enzimas ALDHSs acilantes ni las fosforilantes poseen
el residuo de glutamico que se requiere para desprotonar el agua catalitica para la hidrolisis
del intermediario tetraédrico tioéster en la ALDHs hidroliticas (Nagradova, 2001;

D’Ambrosio et al., 2006).

A
NAD NAD(P)H
Aldehldo Carboxnlato
B
0 NAD(P)* )B(P)H o}
)k ALD'N > )L
R H . R SCoA
Aldehido CoASH H Acil-CoA
C
0 NAD(P)* NAD(P)H o ﬁ
)L ; ALDH E )k pd i
R H R @) / 0
Aldehido Pi H*

Fosfocarboxilato

Esquema 3. Tipos de enzimas aldehido deshidrogenasas. (A) ALDHs hidroliticas; (B)
ALDHs acilantes; (C) ALDHs fosforilantes.
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Atendiendo al criterio de la molécula nucleofilica que ataca al intermediario tioéster,
existen tres tipos de ALDHSs: hidroliticas, en las que esta molécula es el agua, acilantes, en
las que esta molécula es la coenzima A (CoA), y fosforilantes, en las que esta molécula es

un fésforo inorgénico (Esquema 3).

1.3 Mecanismo cinético
Las ALDHs hidroliticas estudiadas hasta la fecha presentan un mecanismo cinético de tipo
Bi Bi ordenado en estado estacionario (Esquema 4) (Feldman & Weiner, 1972). EI primer
sustrato en unirse a la enzima es el cofactor NAD(P)* y el Gltimo producto en disociarse de
la enzima es el NAD(P)H. Aunque el mecanismo cinético propuesto es consistente con el
mecanismo quimico para las reacciones catalizadas por este tipo de ALDHSs, se desconoce
la raz6n por la cual el nucleétido tiene que unirse antes que el aldehido, siendo que los
sitios de entrada de ambos estan en lados opuestos de cada subunidad, lo cual sugiere que

podria llevarse una unién del sustrato y del cofactor al azar.

NAD(P)" Aldehido Acido NAD(P)H
carboxilico NH
NH, 2
R_® HO_ R RJ
NP 0 R N o
SO T
N e}
k+1jk.1 ksl k. kis| ks kig|ky
E E-NAD(P)+ E-NAD(P)*-Aldehido E-NAD(P)H E

E-NAD(P)H-Ac. carboxilico

Esquema 4. Mecanismo cinético propuesto para las ALDHs hidroliticas.
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1.4 Propiedades estructurales de las aldehido deshidrogenasas
1.4.1 Estructura primaria

Las ALDHs poseen alrededor de 400 a 500 aminoé&cidos, de los cuales los residuos Cys y
Asn cataliticos estan absolutamente conservados (Hempel et al., 1993). En las ALDHs
hidroliticas también esta absolutamente conservado un residuo de glutdmico, que juega
igualmente un papel catalitico. Los principales residuos que participan en la determinacion
de la especificidad son el residuo en la posicion 195 para el cofactor (Gonzalez-Segura et
al., 2015) y los residuos en las posiciones 170, 177 y 465 para el aldehido (Riveros-Rosas
et al., 2013) (numeracién de la ALDH2 humana, HSALDH?2).

A octubre del 2017, el nimero de secuencias de genes de ALDHSs disponibles en la base de
datos GenBank (http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) es de 632,073, de las cuales 166
son de virus, 587,798 de bacterias, 2,811 de arqueas, 2,126 de protistas, 13,309 de hongos,

9,005 de plantas y 16,858 de animales.

1.4.2 Plegamiento de los mondmeros
Hasta esta fecha se han depositado en el Protein Data Bank (PDB; Burley et al., 2017) 96
estructuras tridimensionales de diferentes ALDHS; todas ellas presentan un plegamiento
similar para la unidad monomérica sin importar su estado de oligomerizacion. En cada una
de las unidades monoméricas de las ALDHs se pueden diferenciar tres dominios: un
dominio de unidn al cofactor en la region N-terminal, un dominio catalitico y un dominio

de oligomerizacion en la region C-terminal (Figura 1A).
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Entrada cofactor

Figura 1. Estructura tridimensional de las enzimas aldehido deshidrogenasas. (A)
Representacion en forma de lazos del monémero de la BADH de P. aeruginosa
PaBADH (codigo PDB 2WME) mostrando el dominio catalitico (rojo), el dominio de
union al cofactor (azul) y el dominio de oligomerizacion (amarillo). (B) del Dominio de
union al cofactor en la BADH de P. aeruginosa PaBADH (c6digo PDB 2WME)
mostrando el plegamiento tipo Rossmann modificado, caracteristico de las ALDHs,

que carece del tltimo motivo aff del plegamiento Rossman tipico. Se muestran las
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hebras B en color purpura, las hélices o en azul y las asas en rosa, (C) Plegamiento
Rossmann encontrado en ALDHS en el que se muestran los motivos de hebra()-asa-
hélice(a); (D) Sitio de union al cofactor en PDB 2WME; (E) Tanel de entrada del
aldehido en PDB 2WME. (F) Corte transversal de la estructura cristalografica de la
enzima betaina aldehido deshidrogenasa de Spinacia oleracea (PDB 4AOM) donde se
muestra el tlnel de entrada del aldehido y el tanel de entrada del cofactor NAD™.

Dominio de unién al cofactor: Posee un plegamiento tipo Rossmann modificado
(Figura 1B), debido a que carece del ultimo motivo af del plegamiento Rossman
tipico (Rossmann et al., 1974). Este tipo de plegamiento se encuentra en enzimas
que tienen sitios de unién a cofactores como FAD, NAD" y NADP* y se caracteriza
por estar compuesto por hebras £ paralelas unidas a « hélices siguiendo el orden
topolégico papapf (Hanukoglu, 2015). Como se especificO anteriormente las
ALDHs usan al cofactor NAD* o al NAD(P)™, sin embargo la especificidad por la
coenzima esta determinada por la complementariedad electrostatica y geométrica
entre la enzima y el mononucleétido de adenina, con el que establece numerosos
puentes de hidrogeno. La especificidad por el cofactor estd determinada,
principalmente, por la naturaleza del residuo en la posicion 195 (humeracion de la
ALDH2 humana, HSALDH2) (Gonzélez-Segura et al., 2015). Las enzimas ALDH
conocidas con glutamato en la posicion 195 son bastante numerosas y prefieren NAD";
la mayor parte de ellas son incapaces de usar el NADP* porque la cadena lateral del
glutamico produce un impedimento estérico y electrostatico para la unién del grupo 2’-
fosfato del NADP*, al que ademas repele electrostaticamente. Pero la flexibilidad
conformacional del glutamato puede permitir la uniéon de NADP™ en algunas enzimas si
el grupo carboxilo se mueve lejos del grupo 2’-fosfato, lo cual es posible solo si hay un

pequefio residuo neutro en la posicién 224 (numeracion de la HSALDH2). En esta
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posicion pueden también existir aspartato, glutamina, histidina, lisina, arginina, prolina,
serina, treonina, valina, leucina, isoleucina, alanina o glicina. Generalmente, las ALDHs
que tienen un residuo diferente a glutamato en la posicion 195, se unen con menos
afinidad al NAD" que las que poseen glutamato, debido a que no pueden hacer un
puente de hidrogeno con el grupo 2°-OH de la ribosa de la adenosina. Varias de ellas
se sabe que se unen a NADP", incluso con mayor afinidad que al NAD*, como es el
caso de enzimas con Ser o Thr que suelen ser especificas para NADP*. Un residuo de
alanina o glicina en esta posicion no interferiria con la unién del grupo 2’-fosfato del
NADP*. Por lo tanto, es probable que enzimas con Ala/Gly195 se unan mejor a NADP™
que NAD?, dadas las pocas interacciones que la proteina haria con la ribosa. Hasta la
fecha, ninguna de estas enzimas se ha caracterizado cinética ni estructuralmente.

Dominio catalitico: Cada unidad monomérica en las ALDHSs contiene un dominio
catalitico, en donde se encuentran tres residuos que estan conservados en todas las
ALDHs hidroliticas (Mufioz-Clares et al., 2017), ya que participan en la reaccion de
oxidacion del sustrato aldehido: la cisteina catalitica, el glutamico catalitico y la
asparagina catalitica. El sitio catalitico de las ALDHSs se caracteriza por tener dos
cavidades, una por donde entra el cofactor (Figura 1D) y otra que corresponde al
tunel de entrada del aldehido (Figura 1E); en el lugar donde estas dos cavidades
convergen se encuentra la cisteina catalitica. La cisteina catalitica (posicién 302 de
la HSALDH2)] pertenece a un asa de este dominio, el asa catalitica, que contiene un
giro beta tipo | y cuya estructura esta conservada en todas las ALDHs con estructura
tridimensional conocida (Mufioz-Clares et al., 2017). El grupo tiol de la cadena
lateral de este residuo es el encargado de hacer el ataque nucleofilico al carbono
carbonilico del aldehido, mientras que el nitrégeno amidico de la cadena principal
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forma un puente de hidrégeno con el oxigeno del grupo carbonilo del aldehido, o
con el oxianién del tiohemiacetal que se forma durante la reaccién. De las tres
conformaciones que un residuo de cisteina puede adoptar, la cisteina catalitica de

las ALDHs sélo puede adoptar dos (Figura 2) (Mufioz-Clares et al., 2017).

E252

Afuera

E252
Intermedia

E268
N169 C286 Adentro

Descanso

C302
Ataque
N153

Figura 2. Sitio activo de las aldehido deshidrogenasas mostrando los residuos cataliticos
y las conformaciones posibles de la cisteina y el glutdmico cataliticos. Se
muestran la conformacion “de descanso” de la cisteina catalitica y las
conformaciones “intermedia” y “afuera” del Glu252 catalitico observadas en la
estructura cristalogréfica de la BADH de P. aeruginosa (PaBADH, codigo PDB
2WME, cadena color verde). En posicion de “ataque” se muestra a la Cys302
catalitica y al Glu268 catalitico en posicion de “adentro” como se observo
HsALDH2 (cddigo PDB 1002, cadena color negra). La asparagina catalitica
(Asn153 y Asnl169 en la PaBADH y HsSALDH2, respectivamente) siempre se ha
encontrado en una sola conformacion, que es la mostrada en esta figura para las

dos enzimas.

En la primera, llamada conformacion “de descanso” (Gonzalez-Segura, et al.,

2009), la cadena lateral de la cisteina se encuentra dirigida hacia la cavidad del

30



cofactor, por lo cual el grupo tiol no puede realizar el ataque nucleofilico sobre el
grupo carbonilo del aldehido. En la segunda posicion, llamada conformacién “de
ataque” (Gonzélez-Segura, et al., 2009), la cadena lateral de la cisteina se encuentra
dirigida hacia el sitio de union del aldehido de tal manera que el grupo tiol pueda
llevar a cabo el ataque nucleofilico sobre el aldehido y formar el intermediario
tiohemiacetal en el paso 1 del mecanismo de reaccion de las ALDHs

El glutdmico catalitico (Glu268 de la HSALDH?2) presente sélo en las ALDHs
hidroliticas es el residuo encargado de activar la molécula de agua para realizar el
ataque nucleofilico al tioéster formado por la oxidacion del tiohemiacetal. De
acuerdo con lo observado en estructuras de ALDHs ya cristalizadas, la cadena
lateral del residuo glutdmico catalitico se puede encontrar en tres posibles
conformaciones (Gonzalez-Segura, et al., 2009). La primera se la denominé
“adentro” (Figura 2) debido a que el grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo
glutdmico esté cerca de la cisteina catalitica para arrancarle un protén y formar el
tiolato, el cual es un mejor nucle6filo que el grupo tiol. La segunda conformacion se
denomina “intermedia” (Figura 2); en esta posicion la cadena lateral del glutdmico
toma el proton de la molécula del agua hidrolitica, para de esta manera activarla
para el ataque nucleofilico sobre el tioéster. A la tercera conformacion se la llamo
“afuera”, podria participar en la descarga del proton que la cadena lateral del
glutdmico tomé del agua hidrolitica con la ayuda de la Lysl78 y Glu476
(numeracion de la HSALDH2). La asparagina catalitica (Asn169, numeracion de la
ALDH2 humana) es el residuo cuyo grupo amida de su cadena lateral forma la

cavidad del oxianion junto con el nitrogeno amidico de la cisteina catalitica,
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estabilizando por medio de puentes de hidrégeno al oxianién que se genera en el
intermediario tiohemiacetal tetraédrico.

e Dominio de oligomerizacion: Este dominio es una extension del dominio de union al
cofactor. Esta constituido por tres o cuatro hebras g formando una hoja g que se
extiende para entrar en contacto con una hoja £ del dominio catalitico de otro
monomero, lo cual permite la formacién y estabilizacién de una unidad dimérica

(Liu et al., 1997; Johansson et al., 1998).

1.4.3 Estructuras cuaternarias
Las ALDHs de estructura tridimensional conocida presentan estructuras cuaternarias
diméricas, como es el caso de la estructura de la BADH de espinaca (SOBADH, cddigo
PDB: 4A0M) (Figura 3A), tetrdmericas (dimero de dimeros), como en la BADH de P.
aeruginosa (PaBADH, codigo PDB: 2WME) (Figura 3B) o hexaméricas (trimero de
dimeros), en unos pocos casos como en la estructura de A-1-pirrolina-5-carboxilato

deshidrogenasa de Thermus thermophilus (cdédigo PDB: 1UZB) (Figura 3C).

Figura 3. Tipos de estructuras cuaternarias encontradas en aldehido deshidrogenasas.
(A) Dimero de la enzima BADH de espinaca (SOBADH, codigo PDB 4A0M). (B)
Tetramero (dimero de dimeros) de la BADH de P. aeruginosa (PaBADH, codigo PDB
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2WME). (C) Hexamero (trimero de dimeros) de la estructura de A-1-pirrolina-5-
carboxilato deshidrogenasa (glutamato semialdehido deshidrogenasa) de Thermus
thermophilus  (codigo PDB  1UZB). Figuras hechas en Pymol
(https://pymol.org/2/).

1.5 Cinética del pre-estado estacionario de las aldehido deshidrogenasas

En un experimento de cinética enzimatica tipica, la reaccion inicia cuando se combinan la
enzima y los sustratos libres. El periodo inmediatamente posterior a la iniciacion de la
reaccion se caracteriza por el aumento en la concentracion de los intermediarios que se
producen a lo largo de la reaccion y se denomina periodo pre-estacionario. Es en el estado
pre-estacionario donde podemos observar y analizar el primer ciclo catalitico. El periodo de
estado pre-estacionario es seguido por subsecuentes ciclos cataliticos durante los cuales
estos intermedios de la reaccion permanecen a una concentracion relativamente constante; a
este periodo se le conoce como estado estacionario.

El ciclo catalitico en las ALDHs esta conformado por dos etapas principales: la etapa donde
ocurre la acilacion (formacion del intermediario tioéster) y la etapa donde se lleva a cabo la
desacilacion (formacidon del producto &cido) (Esquema 5). La etapa de acilacion comprende
la unién no covalente entre la enzima (E), el cofactor NAD(P)* (N) y el sustrato (S) para la
formacion del complejo ternario E.N.S, seguida de la formacion del intermediario
tiohemiacetal por el ataque nucleofilico de las cisteina catalitica al carbono carbonilico del
aldehido, y la formacion tanto del intermediario tioéster como del cofactor reducido
NAD(P)H, que ocurre por la transferencia de hidruro del intermediario tiohemiacetal al
anillo de nicotinamida del cofactor. No olvidar que para la etapa de desacilacion ya se

encuentra formado el cofactor reducido NADP(H). La etapa de desacilacion en las ALDHs
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hidroliticas comprende la formacion de un intermediario tetraédrico (resultado del ataque
nucleofilico por parte de una molécula de agua al intermediario tioéster), seguido de la
ruptura del enlace C-S que da lugar a la formacion del producto &cido; posteriormente se da

la salida de este producto, seguido de la salida del cofactor reducido NAD(P)H.

k1 k2 k3
[E + S<E E-S j:}[E—X+PI ——> E+X]
kg
Acilacion Desacilacion

Esquema 5. Esquema general de las dos etapas del mecanismo quimico de las ALDHs.
Entre corchetes rojos se muestra la etapa de acilacion y entre corchetes azules la
etapa de desacilacion. E = complejo E-NAD(P)*; S = aldehido; E-S = complejo
enzima-sustrato, no unido covalentemente; E-X= intermediario tioéster; P =
NAD(P)H; X = producto &cido.

En el Esquema 5 se puede observar un esquema general de los pasos del mecanismo
quimico de las ALDHs con sus correspondientes constantes de velocidad: k'1 que es la
constante de velocidad de pseudoprimer orden de acilacion (kac en s?) la cual esta
conformada por las constantes de velocidad ki, k-1 y ko de acuerdo con la Ecuacion 1, en
donde Kq es la constante de disociacion del sustrato del complejo E-S (Kg = k-1/ k1):

k1 = ko[S)/([S] + Kq) Ecuacion 1

ks es la constante de velocidad de primer orden de desacilacion (Kdac en st). Si k’1 es mayor
que ks, se observara un “burst” o estallido en la produccion de NAD(P)H, es decir, se
observara una primera fase exponencial que corresponde a la formacion de P durante el
primer ciclo catalitico, seguida de una fase lineal, que corresponde a la velocidad de

produccién de P en los siguientes ciclos cataliticos, y que por tanto sera igual a la velocidad
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de la reaccion durante el estado estacionario (Figura 4). Si k'1 es menor que ks la velocidad

observada desde el primer ciclo catalitico sera la velocidad de estado estacionario

Absorbancia

Tiempo (ms)

Figura 4. Ejemplo de cursos temporales de enzimas aldehido deshidrogenasas en
ensayos de cinética rapida. Progresion de una reaccién con “burst” en la
formacion de NAD(P)H (I) y sin “burst” en la formacion de NAD(P)H (I1).

Asumiendo condiciones de seudoprimer orden (es decir, que la [S] sea mucho mayor que la
concentracion de sitios activos [Eo]), la produccion de P a lo largo del tiempo sigue la
siguiente ecuacion:

[P] = [Eo] (K1 /(K1 +ks) x {(K'1 /(K1 + ks))(1-e 1 *k)) + kst}  (Ecuacion 2)

La amplitud de la fase exponencial (Aourst) esta dada por:

Apurst = [Eo] (K'1 /(K1 + k3))? (Ecuacion 3)

Donde Anurst Seré igual a [Eo] si k't es mucho mayor que ks, y si este es el caso el valor de
Aburst €5 igual a la concentracién de sitios activos. Si esta condicion no se cumple, Apurst
tendré un valor inferior a [Eo] y no se puede conocer la concentracion de sitios activos por

medio de un experimento de este tipo. Téngase en cuenta que Aburst = [Eo] siempre que k'1
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>> ks, aunque [S] no sea saturante. La constante de velocidad del “burst” (Kourst) €Sta dada
por:

kburst = K'1 + k3 (Ecuacion 4)

Si k1 >> ks, la kpurst Serd igual a k'1 0 kac; de esta manera podemos conocer k1, que depende
de la [S] tal como se dijo en la ecuacio Ecuacion 1.

La velocidad del estado estacionario (vss) es la pendiente de la fase lineal y estd dada por:

m = [Eo] K'1 ka/((K"1 + k3) (Ecuacion 5)

Luego si k't >> ks, m = [Eo] ks y nos permite conocer ks. Si esta condicion no ocurre, m

puede ser menor, igual o mayor a [Eo] ka.

1.6 Género Pseudomonas
El género Pseudomonas perteneciente a la clase p-proteobacterias y familia
Pseudomonadaceae (Woese, 1987) esta formado por un grupo diverso de bacilos Gram-
negativos no esporulantes, que miden entre 0.5 — 1.0 um de didmetro por 1.5 — 5.0 um de
longitud, presentan movilidad por uno o varios flagelos polares y son aerdbicos, aunque
bajo condiciones anaerdbicas pueden usar nitrato como aceptor alternativo de electrones.
Los miembros de este género son capaces de vivir y crecer en diversas condiciones
ambientales, habitan en suelos (Cho y Tiedje, 2000) y ecosistemas acuaticos (Elomari et
al., 1996) y varios son patogenos de animales, incluidos humanos (Oberhardt et al., 2008).
y/o plantas (Rahme et al., 1995; Raaijmakers et al., 2002; Haas y Keel, 2003; Morris et al.,
2010). Algunas especies del género Pseudomonas son promotoras del crecimiento vegetal a
través del control de microorganismos patdgenos, produciendo compuestos antifingicos o

antibioticos que evitan enfermedades en las raices de las plantas (Dowling y O’Gara, 1994).
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También pueden actuar como solubilizadoras de fdésforo por su capacidad de producir
acidos orgéanicos (acido oxalico, fumarico y citrico) y enzimas fosfatasas, facilitando la

solubilizacion del fosforo inorganico (Ferraris y Couretot, 2004).

1.6.1 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa es la especie méas conocida e importante del género por su interés
clinico, como un importante patégeno humano. Rara vez causa enfermedad en personas
sanas, pero es un patdgeno oportunista causando neumonia en pacientes en nosocomios
(Bergmans et al., 1998; Parker et al., 2008; Fujitani et al., 2011), serias infecciones en
pacientes con quemaduras graves (Estahbanati et al., 2002; Armour et al., 2007; Ressner et
al., 2008), cateterizados del tracto respiratorio y urinario (Morris et al., 1999; Mittal et al.,
2009), inmunocomprometidos como los enfermos de SIDA (Shepp et al., 1994) o bajo
quimioterapia (Rolston et al., 1992; Bodey et al., 2001). Es la principal causa de muerte en
enfermos con fibrosis quistica (Smith et al., 1996; Nixon et al., 2001; Worlitzch et al.,
2002). Presenta una alta resistencia a antibidticos como  penicilinas
(Piperacilina/tazobactam), cefalosporinas (Ceftazidime), quinolonas y quinolinas
(ciprofloxacina), carbapenem (Imipenem, Meropenem), aminoglucésidos (Amikacina,
Gentamicina, Tobramicina), glicopéptidos (Vancomicina), cloramfenicol, imidazolicos
(Metronidazol) y sulfamidas (Lambert, 2002; Aloush et al., 2006; Bredenstein et al., 2011).
Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdgenos oportunistas mas temidos debido a su
maultiple resistencia a farmacos, por lo cual ha recibido el denominativo "superbacteria”
(Murray et al., 2015) presentando limitadas opciones terapéuticas. La habilidad de P.
aeruginosa para causar una amplia gama de infecciones en los seres humanos se debe a su

capacidad para producir un gran repertorio de factores de virulencia y, en Gltima instancia,
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responder y adaptarse a condiciones adversas como las impuestas por la respuesta inmune
del huésped y la exposicion a los antibidticos (Pendleton et al., 2013). De ahi la
importancia de buscar nuevas dianas para el desarrollo de nuevos farmacos que conduzcan

a tratamientos mas eficaces en el combate a la infeccion por esta “superbacteria”.

1.7 Enzimas aldehido deshidrogenasas de Pseudomonas aeruginosa PAO1
Segln Sophos y Vasiliou (2002) en el genoma de P. aeruginosa cepa PAOL, que es la méas
usada en los estudios sobre esta bacteria, hay 26 genes que codifican enzimas ALDHSs, de
las cuales hasta la fecha se ha estudiado la PaBADH (PA5373), tanto su actividad
enzimatica y expresion (Nagasawa et al., 1976; Velasco-Garcia et al., 1999; Velasco-
Garcia et al., 2000; Velasco-Garcia, et al., 2006) como su estructura (Gonzalez-Segura et
al., 2009; Diaz-Sanchez et al., 2011; Garza-Ramos et al., 2013) e inhibicién por farmacos
(Velasco-Garcia et al., 2003; Zaldivar-Machorro et al., 2011). Hasta la fecha sélo se conoce
la estructura tridimensional de dos de ellas; de la PaBADH (c6digo PDB 2WME), y de la
N-succinilglutamato 5-semialdehido deshidrogenasa (PA0898) (PDB 3JU8). Existen ocho
ALDHs de P. aeruginosa a las que no se les ha asignado aun una funcion fisiolégica, por lo
que en el genoma estan anotadas ya sea como aldehido deshidrogenasas o como probables
aldehido deshidrogenasas. Al resto de enzimas se les asigné una actividad por comparacion
de secuencias de aminoacidos con ALDHSs de otros organismos cuya funcion fisiologica es

conocida.
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I1 JUSTIFICACION DEL PROYECTO
La enzima PA2125 (acceso NCBI: NP_250815) es una ALDH compuesta por 482
aminoacidos que posee una masa molecular tedrica de 51.3 kDa y un punto isoeléctrico
tedrico de 5.55 (ambos calculados en el portal http://web.expasy.org/protparam).
Inicialmente esta enzima fue anotada en las bases de datos NCBI y otras bases de datos
como betaina aldehido deshidrogenasa. Sin embargo, como se indicO anteriormente, P.
aeruginosa posee una enzima betaina aldehido deshidrogenasa (PaBADH) bien
caracterizada que participa en la degradacion de colina y en al sinteis del osmoprotector
glicina betaina. El gen que codifica para la PaBADH (betB) forma parte del operdn betIBA
en el que ademas estan incluidos los genes que codifican para la colina deshidrogenasa
(betA) y para el represor de la transcripcion Betl (betl), que responde a colina y se une a
una region especifica del promotor de este operdén (Smith et al., 1988) y de operones
similares en otras bacterias (Lamark et al., 1996). Cuando hay colina en el medio, ésta se
une al represor Betl permitiendo que se transcriba el operon. La expresion de la PaBADH
depende por tanto casi en forma absoluta de la presencia de colina en el medio de
crecimiento de la bacteria (Nagasawa et al., 1976; Velasco-Garcia et al., 1999; Velasco-
Garcia et al., 2000; Velasco-Garcia et al., 2003; Velasco-Garcia et al., 2006; Gonzélez-
Segura et al., 2009), condicion que se da en los sitios de infeccion. Sin embargo, no
podemos descartar la posibilidad de exista otra ruta de degradacion de colina, al menos
hasta la formacion de GB, adicional a la ya estudiada y en la que podria estar participando
la enzima PA2125. Teniendo en cuenta que P. aeruginosa es un patégeno humano
oportunista de interés clinico considerado como una “superbacteria”, para nuestro grupo de
investigacion el conocer cuales enzimas estan involucradas en esta otra ruta, en caso de

existir, es fundamental para nuestros esfuerzos de encontrar un compuesto antibacteriano
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que produzca por inhibicion enziméatica la acumulacion de BAL, un aldehido toxico
(Rathinasabapathi et al., 1996). Por esta razon, estudiamos la PA2125, para conocer Si
realmente es una BADH, es decir, si puede oxidar a BAL y por tanto pudiera complementar
la actividad de la PaBADH en caso de que inhibiéramos a ésta. En caso de no ser una
BADH, aun es interesante su estudio puesto que es una enzima ALDH que no ha sido
caracterizada ni bioquimica ni cinéticamente a la fecha (ni ella, ni ninguna de las enzimas
que pertenecen a la misma familia de las ALDHS) y un estudio preliminar sobre esta
enzima realizado en nuestro grupo de trabajo sugirié la existencia en su sitio activo de
residuos posibles determinantes de la especificidad por el aldehido muy poco frecuentes en
las ALDHs en general. Por ello, su estudio aportara informacion valiosa para ampliar
nuestro conocimiento de las ALDHs de P. aeruginosa, muy poco estudiadas a la fecha y
algunas de las cuales pudieran ser blanco de farmacos o de interés en biorremediacién, y en
general de los mecanismos moleculares por los cuales se determina la especificidad por el

sustrato aldehido en la superfamilia de las ALDHs.

111 HIPOTESIS

La enzima PA2125 de P. aeruginosa no oxida a betaina aldehido, a pesar de que fue
anotada como betaina aldehido deshidrogenasa, y por tanto: 1) no puede suplir a la
PaBADH en caso de que ésta esté inhibida, y 2) y su funcion fisioldgica, ain desconocida,

es diferente a la de la degradacion de colina o sintesis del osmoprotector glicina betaina.
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IV OBJETIVOS

IVV.1 Objetivo general
Estudiar la especificidad por el aldehido de la enzima PA2125 de P. aeruginosa e inferir su

posible funcion fisiologica.

IVV.2 Objetivos particulares
1) Investigar la especificidad de PA2125 por el sustrato aldehido mediante alineamientos
multiples de su secuencia de aminoacidos con las de posibles proteinas ortologas.
2) Clonar el gen pa2125 para obtener la enzima PA2125 de forma recombinante y
purificarla a homogeneidad.
3) Estudiar la especificidad de la enzima PA2125 por el sustrato aldehido a concentraciones
fisiologicas del cofactor determinando los pardmetros cinéticos aparentes (V, Km y VIKm)
para aquellos aldehidos que puedan ser oxidados por esta enzima.
4) Determinar el mecanismo cinético de la enzima con el aldehido sustrato que se considere
de interés.
5) Conocer la estructura tridimensional de la enzima PA2125 construyendo un modelo por
homologia.
6) Explorar las bases estructurales de la especificidad de la enzima PA2125 por los
aldehidos probados a través de estudios de acoplamiento molecular (“docking”) en el sitio

activo del modelo por homologia de la enzima PA2125.
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V MATERIALES Y METODOS

V.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental seguida durante el desarrollo de este proyecto de tesis se

esquematiza en la Figura 4.
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Figura 5. Estrategia experimental planteada para el desarrollo de la investigacion de

este trabajo de tesis.
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V.2 Busqueda de ortélogos y alineamientos mdaltiples de secuencias de
aminoacidos
La secuencia de aminoacidos de la enzima PA2125 del genoma de P. aeruginosa cepa
PAOL1 se obtuvo de las bases de datos de proteinas anotadas en NCBI con el codigo de
acceso NP_250815.1. Usando esta secuencia en formato FASTA como cebo se obtuvieron
secuencias ortélogas de enzimas ALDH anotadas en el genoma de P. aeruginosa PAO1 en

la base de datos del portal Pseudomonas Genome DB (http://www.pseudomonas.com;

Winsor et al., 2016)), empleando la herramienta en linea Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). La busqueda de proteinas ortélogas en organismos diferentes a P.
aeruginosa se hicieron usando la herramienta BLAST del servidor de NCBI. A las
proteinas que no pertenecen a una familia ALDH previamente numerada se les asigné una
familia de acuerdo con la base de datos Conserved Domain Database (CDD;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd), porque esta clasificacion de proteinas esta de acuerdo
con las familias de ALDH reportadas y con andlisis filogenéticos realizados anteriormente
realizados en nuestro grupo de investigacién (Mufioz-Clares et al., 2017). En el CDD a las
superfamilias se les asigna cddigos que comienzan con “cl”, y las familias se les asignan
codigos que comienzan por “cd”. Para tratar de identificar la funcion de la proteina PA2125
de P. aeruginosa PAOL1 se utiliz6 ademéas un enfoque basado en el analisis del contexto
genoémico. En primer lugar, se descargd del NCBI el genoma completo de P. aeruginosa
PAO1 (acceso NCBI: NC_250815.1) y los genomas de los organismos que tienen enzimas
ortologas a PA2125 que se describen en la seccion de Resultados. Después, el genoma fue
re-anotado utilizando el servidor Anotacion rapida usando tecnologia de subsistema
(RAST, por sus siglas en inglés) (Aziz et al., 2008) que pertenece a la base de datos

Recurso de Datos Nacional de Patdgenos Microbianos (NMDPR por su siglas en inglés;
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http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/Main/WebHome). A continuacion, utilizando la
secuencia proteica de PA2125 se realiz6 una busqueda por BLAST para conocer los
contextos genomicos de enzimas ortdlogas a PA2125 y compararlos con el contexto
gendmico de esta enzima. Los alineamientos maltiples de las secuencias de aminoacidos de
proteinas seleccionadas, que se hicieron con diferentes fines y que describen en la seccion
de Resultados, se realizaron con la ayuda del programa computacional BioEdit (Hall,
1999), para la edicion y manipulacion de secuencias de aminoécidos, y ClustalX2 (Larkin

et al., 2007), para los alineamientos de las secuencias.

V.3 Clonacion del gen pa2125
La secuencia de nucle6tidos del gen pa2125 se obtuvo del genoma de P. aeruginosa PAO1
reportado en la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI), en la
que este gen estd consignado con el identificador Gene ID: 878590. Para la obtencion del
DNA genémico se cultivaron células de la cepa PAOL en 10 mL de medio liquido LB
durante 16 h a 37 °C y 200 rpm. Luego de este tiempo se tomaron alicuotas de 1,5 mL y se
centrifugaron durante 4 min a 9,000 rpm (8,784 g); se deseché el sobrenadante y se
adicionaron 567 pL de amortiguador TE (10 mM Tris,1 mM EDTA, pH 8.0), 30 pL de
dodecil sulfato sédico (SDS) al 10% y 3 pL de proteinasa K (Sigma-Aldrich, EUA) a una
concentracion de 20 mg/mL. La mezcla se incubo por 1 h a 37 °C. Posteriormente, se
agregaron 100 pL de NaCl 5 M y 80 pL de una solucion de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 10% (p:v) / NaCl 0.7 M; se mezclé mediante agitacion y
se incubd por otros 10 min a 65 °C. A continuacion, se agregé un volumen igual de

cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezclo por agitacion y se promovio la
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precipitacion del DNA dejando el tubo toda la noche a -20°C, tras lo cual se centrifugd
durante 5 min a 9,000 rpm (8,784 g). Se desechd el sobrenadante y se realizaron varios
lavados con etanol al 70% (v/v) centrifugando en cada uno de ellos a 9,000 rpm (8784 g)
por 5 min y desechando el sobrenadante. Finalmente, la pastilla de DNA se resuspendi6 con
50 pL de agua estéril desionizada, la concentracion de DNA se determindé mediante
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260 nm en un equipo NanoDrop 2000 serie
F515 (Thermo Scientific, EUA), y se almaceno a -20 °C.

El DNA gen6mico de P. aeruginosa PAO1 se utilizo como molde para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986). Los siguientes oligonucle6tidos
sentido y antisentido se disefiaron con base en la secuencia de pa2125. Sentido: 5°-

GGAATTCCATATGAACGGACACGCCAGACACTGG-3

Antisentido: 5’-CCCAAGCTTTCAGGCCGCGCCGGTGGTCAG-3’

El oligonucledtido sentido contiene la secuencia de reconocimiento para la enzima de
restriccion Ndel (doble subrayado), un codon de iniciacién (ATG, en negritas), una
secuencia de anclaje para que la enzima de restriccion se una mejor al sitio de
reconocimiento (subrayado sencillo) y una secuencia de codificacion para los siete
primeros residuos de amino&cidos de la PA2125. El oligonucle6tido antisentido contiene la
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion Hindlll (doble subrayado), una
secuencia de anclaje de esta enzima (subrayado sencillo) y una secuencia de codificacion
para los siete ultimos residuos de aminoacidos de la PA2125. Los oligonucledtidos se
disefiaron con la ayuda de la herramienta en linea OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA
Technologies, https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y se sintetizaron en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la

UNAM, donde se utilizé el método del fosfito-triéster en fase solida (McBride y Caruthers,
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1983). La amplificacion del gen se hizo usando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés) en un equipo termociclador Techne modelo FTGENE2D
(Cole-Parmer, RU), y una mezcla de DNA genomico (466 pmol/ pL), los oligos sentido y
antisentido (0.45 pmol/uL), MgCl> (2.0 mM), dNTPs (60 uM), pfu amortiguador 1X (200
mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 100 mM (NH4)2S04, 100 mM KCI, 1% (v/v) Triton X-
100, 1 mg/mL BSA) y DNA polimerasa Pfu (37.5 mU/ pL). Para llevar a cabo la PCR, la
mezcla se sometié a 95 °C durante 10 min, para la desnaturalizacion inicial del DNA
genomico, y después se llevaron a cabo 30 ciclos, cada uno de los cuales consistié en 5 min
de desnaturalizacién a 95 °C, 50 s de hibridacion a 64 °C, 3 min de extension
(polimerizacién) a 72 °C y una extension al final de los 30 ciclos durante 10 min a 72 °C.

El producto de PCR se analiz6 mediante electroforesis en agarosa y tras corroborar que
tenia el tamafio esperado (1,449 pb) se purificd utilizando el GeneJet PCR Purification Kit
(Thermo Scientific, EUA) y se digiri6 a 37 °C durante 16 h con las enzimas de restriccion
Ndel y Hindlll (New England Biolabs, EUA) en el amortiguador NEBuffer 2.1 (50 mM
NaCl, 10mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 100pug/ml BSA y pH 7.9) (New England Biolabs,
EUA). El gen digerido se clond en el vector de expresion pET28b(+) (Novagen, Alemania)
(Figura 5), que contiene una region de multiples sitios de restriccion en donde se hizo la
insercion del gen pa2125 usando las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. Este vector
también posee un promotor y un terminador transcripcional para la RNA polimerasa T7,
que produce altos niveles de transcripcion en diferentes cepas de E. coli como la cepa BL21
Rosetta (DE3), asi como un gen que confiere resistencia a kanamicina, que se usa como

marcador de seleccion de las bacterias transformadas.
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Figura 6 Mapa del vector pET-28b (+) en el que se clond el gen pa2125. La region
sombreada en amarillo corresponde a la secuencia de nucleétidos del origen de la
replicacion/replicon (f1 ORI); en azul se marca la secuencia de nucleétidos del
gen que confiere resistencia a kanamicina; en rojo, la secuencia de nucleotidos
del gen que codifica la proteina represora lacl; en verde, la secuencia de

nucleotidos de la region de clonacion/expresion.

La ligacion del vector pET28b(+) con el gen pa2125 se realizd a una temperatura de 22 °C,
por 16 h, usando T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, EUA). El plasmido resultante se
designé como pET28b-pa2125, el cual se usé para transformar células de E. coli de la cepa
XL10-Gold por choque térmico. Las células transformadas se crecieron en placa de manera
selectiva en presencia de kanamicina (concentracién de 0.1 mg/mL en el medio de cultivo).
De las colonias que crecieron se seleccionaron 4 al azar y se resembraron cada una por
separado en medio liquido LB que contenia kanamicina (0,1 mg/mL) y se incubaron por 16

h a 37 °C con agitacion constante a 200 rpm en una incubadora de agitacion orbital MaxQ
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4000 (Thermo Scientific, EUA). De estas células se extrajo plasmido pET28b-pa2125
utilizando GeneElute Kit (Sigma Aldrich, EUA). Como un método para comprobar la
clonacion del gen pa2125 los plasmidos pET28b(+)-pa2125 extraidos de las 5 colonias que
crecieron selectivamente se digirieron con las enzimas Ndel y Hindlll y los productos
respectivos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % (p/v). Cada gel se
prepard por disolucion de agarosa en amortiguador TAE (Tris 4 mM, acetato de sodio 8
mM, EDTA 100 uM, a pH 7.5 ajustado con acido acético glacial). Posteriormente, se
adicioné bromuro de etidio 0.05 pg/mL. Antes de la aplicacion de las muestras en el gel,
estas se mezclaron en una relacion 1:10 con un amortiguador de carga que contenia azul de
bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 % y glicerol 50 % (v/v). La electroforesis se corrid en
una camara de electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, EUA) que contenia
amortiguador TAE. Las bandas de DNA en los geles se observaron bajo luz UV. Una vez
establecido cuales plasmidos contenian el inserto se procedid a juntarlos, la concentracién
final del plasmido pET28b-pa2125 fue 117 ng/pL. Para corroborar un adecuado marco de
lectura y que no hubiera mutaciones en el gen, el plasmido se envié a secuenciar mediante
el método de Sanger (Sanger y Coulson, 1975) en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
del IBT, UNAM. Para esto, se prepararon dos alicuotas de 16 pL en tubos cénicos de 200
uL, los cuales contenian plasmido a 50 ng/uL, adicional a esto a un tubo se adiciond
oligonucle6tido sentido del promotor T7 y a otro tubo se adicioné oligonucleétido

antisentido del promotor T7.
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V.4 Sobreexpresion del gen pa2125 y produccion de la enzima recombinante
pa2125 en células de E. coli
Luego de comprobar que se contaba con el gen pa2125 clonado en el vector de expresion,
se transformaron con él células competentes de E. coli de la cepa BL21 (DE3) Rosetta
(Novagen, Alemania) por medio de choque térmico. Para ello, primero se prepararon
células competentes creciendo bacterias de la cepa BL21 Rosetta (DE3) en 10 mL de medio
LB liquido durante 16 h a 37 °C y 200 rpm. De este cultivo se tom6 una alicuota de 1.5 mL
para inocular 50 mL de medio de LB y se incub6 a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar un valor
de densidad oOptica a 600 nm (DOeoo) de 0.6 unidades de absorbancia. Posteriormente, el
cultivo de células se mantuvo a 4 °C en un bafio de hielo durante 20 min, tras lo cual se
centrifugd a 6,000 rpm (4,637 g) por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se decantd y la pastilla
de células se resuspendio en 10 mL de una solucion de CaCl, 100 mM, estéril y fria. La
mezcla se colocd nuevamente en un bafio de hielo durante 20 min y luego se centrifugd a
6,000 rpm (4,637 g) durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se deseché y la pastilla de
células se resuspendié en 2 mL de cloruro de calcio 100 mM. Finalmente, se adicion6
glicerol hasta obtener una concentracion final de 20 % (v:v) y se hicieron alicuotas de 50
uL que se almacenaron a -80 °C para su posterior uso. Para el paso de transformacion, se
tomd una alicuota de 50 pL de las células competentes previamente preparadas y se
afiadieron 5 pL del pldsmido pET28b-pa2125 (40 ng/uL); la mezcla se dejo en hielo
durante 30 min. Luego de este tiempo, el tubo conteniendo la mezcla se pasé a un bafio
térmico a 42 °C durante 40 s e inmediatamente se paso al hielo por 2 min mas.
Posteriormente, se agregaron 500 pl. de medio liquido LB estéril y la mezcla se incubo
durante 1 h a 37 °C y 200 rpm. Transcurrido este tiempo, las células cultivadas se

centrifugaron a 3,000 rpm por 2 min; % partes del sobrenadante se desecharon y con la

49



parte restante se resuspendid la pastilla de células que quedd. Con esta solucion se
sembraron placas con agar LB que contenian kanamicina a una concentracion final de 0.1
mg/mL. Las placas se incubaron durante 16 h a 37 °C. De las colonias que crecieron se
selecciond una que se cultivd en medio LB liquido en presencia de kanamicina (0.1
mg/mL) a 37 °C y 200 rpm. De este cultivo se tomaron alicuotas de 700 pL que se pasaron
a tubos esteériles de 1.5 mL a los que se adicionaron 300 pL de glicerol estéril al 85% (v:v);
las mezclas se homogenizaron mediante vortex y se almacenaron a -80 °C para crio-
conservar la cepa transformada con el plasmido. Para producir la enzima recombinante, se
inocularon 10 mL de LB liquido conteniendo kanamicina (0.1 mg/ml) con bacterias de la
cepa de E. coli BL21 (DE3) Rosetta/pET28-pa2125 y se crecieron en agitacion constante a
37 °C por 16 h; se tomé 1 mL de este cultivo para inocular 50 mL de LB
liquido/kanamicina (0.1 mg/ml); las células se incubaron en agitacion constante a 37 °C
hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm (DOeoo) entre 0.5 y 0.7 unidades de
absorbancia. En ese momento se indujo la sintesis de la enzima PA2125 con isopropil-f-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) 0.1 mM, y se continu6 la incubacion por 4 horas mas. Una vez
terminado el tiempo de induccion con IPTG, el cultivo de células se centrifugd a 5,860 ¢
durante 10 min se descart6 el sobrenadante y la pastilla celular se almacené a -70 °C para
su posterior uso. El nivel de produccion de la enzima se evalué por electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), siguiendo el
método de Laemmli (1970). Para ello, el cultivo de células transformadas se centrifugé a
5,860 g por 15 min. Se separdé el sobrenadante del precipitado de células y a este ultimo se
le adicion6 un volumen de amortiguador de fosfatos 50 mM, KCI 200 mM, etilénglicol
20% (v/v), EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM a pH 6.9; (amortiguador de extraccion),

igual al volumen de sobrenadante recuperado para resuspender la proteina contenida en este
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precipitado. Posteriormente, en los carriles del gel de poliacrilamida se aplicé un volumen
igual de la solucion que contenia el precipitado que de la que contenia el sobrenadante. Por
medio de la herramienta ProtParam del portal de recursos bioinformaticos Expasy
(http://web.expasy.org/protparam/) se determin6 la masa molar tedrica de la enzima en 51.3
kDa, por lo cual se tomé positiva la presencia de la proteina cuando se observo una banda
en una posicion que corresponde a una masa molecular aproximada de 55 kDa. De esta
forma se evalla no solo el nivel de produccion de la enzima, sino también que proporcion

de esta esta soluble y qué proporcion agregada.

V.5 Purificacion a homogeneidad de la enzima PA2125
El plasmido pET28b-pa2125 permitié producir la proteina PA2125 con una etiqueta de
histidinas en el extremo N-terminal, lo que facilita su purificacion en una columna de
afinidad que contiene iones niquel (Protino® Ni-NTA Agarose; Macherey-Nagel, EUA),
basandose en la interaccion especifica y reversible entre la etiqueta de histidinas y el niquel
soportado en la resina. Para ello, las bacterias se crecieron en 4 L de LB liquido, como se
describié anteriormente, tras lo cual se centrifugaron a 5,860xg durante 5 min, a 10 °C,
desechando el sobrenadante. El precipitado de células se resuspendié en 160 mL de un
amortiguador fosfatos 50 mM, KCI 200 mM, etilénglicol 20% (v/v), EDTA 1 mM, g-
mercaptoetanol 10 mM a pH 6.9; (amortiguador de extraccion). Luego se obtuvo el extracto
crudo por ruptura de las células por ultrasonido en un sonicador VCX 500 ultrasonic
processor (Sonics, EUA) a una amplitud de 23 % y en intervalos de 40 s encendido y 20 s
apagado para completar un tiempo total de 15 min de sonicacion. El lisado se clarifico

mediante centrifugacion a 26,900xg durante 20 min. El sobrenadante se paso a traves de la
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columna de afinidad de 10 mL de volumen de cama, previamente equilibrada y lavada con
20 volumenes de columna con el amortiguador de extraccion. La concentracion de proteina
en el extracto crudo, sobrenadante, o el precipitado de células, asi como en el las fracciones
obtenidas después de lavar la columna se cuantificaron por medio del método de Bradford
(Bradford, 1976). La elucion se realizé con 200 mL de una disolucién de imidazol (Sigma-
Aldrich, EUA) 150 mM disuelto en el amortiguador de extraccion. Durante la elucion se
recogieron fracciones de 10 mL, a las que se le determind espectrofotométricamente la
concentracion de proteina, utilizando el valor de absortividad molar a 280 nm (50,420 M
cm™) calculado en el portal de recursos bioinformaticos Expasy mediante la herramienta
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2003). Esta herramienta
usa el método descrito por Gill y von Hippel (1989), que se basa en la absorcién a esta
longitud de onda de los residuos aromaticos de la proteina. A estas fracciones se les midio
su grado de pureza por SDS-PAGE y su actividad benzaldehido deshidrogenasa
espectrofotométricamente a 30 °C, observando la aparicion del producto NADH a A= 340
nm de acuerdo con el procedimiento descrito en Velasco-Garcia et al. (2000). La reaccion
se inici6 por adicion de la preparacion de enzima a la mezcla de reaccion que estaba
constituida por un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH 8.0, NAD* 2 mM y
benzaldehido 2 mM (ensayo estandar). Definimos una unidad de actividad enziméatica como
la cantidad de enzima que cataliza la formacion de un pmol de NADH por minuto.

Debido a que la enzima PA2125 perdia actividad lentamente en presencia de imidazol, y
dado el gran volumen de la preparacion de enzima pura que hacia poco practico eliminar el
imidazol por filtracion en gel e incluso por dialisis, se intento eliminar el imidazol por
sucesivos lavados en tubos concentradores Amicon, sin embargo el concentrar a la proteina

durante dos lavados sucesivos cuando ain habia imidazol presente llevaba a agregacion
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irreversible de la enzima. Por ello se decidio realizar una cromatografia de intercambio
ionico para obtener una proteina libre de imidazol en un solo paso. Para esto se reunieron
las fracciones eluidas de la columna de afinidad con imidazol 150 mM y que presentaron
actividad benzaldehido deshidrogenasa y se diluyeron con un amortiguador de fostatos 50
mM, etilénglicol 20% (v/v), EDTA 1 mM, p-mercaptoetanol 10 mM a pH 6.9
(amortiguador de dilucion), hasta que se alcanzé una concentracién de KCI 40 mM y de
imidazol 30 mM. Luego se sometieron a una cromatografia de intercambio i6nico usando
una columna Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, EUA) previamente equilibrada con
un amortiguador de fostatos 50 mM, KCI 40 mM, etilénglicol 20% (v/v), EDTA 1 mM, p-
mercaptoetanol 10 mM a pH 6.9 (amortiguador de lavado). La columna se lavé usando 20
volimenes de columna de este amortiguador y posteriormente la enzima se eluyd con el
amortiguador de extraccion, reuniéndose las fracciones del eluato que presentaron actividad
benzaldehido deshidrogenasa. La concentracion de proteina de esta preparacion de enzima
se determind espectrofotométricamente, midiendo su absorcion a A= 280 nm y usando el
coeficiente de extincién molar 0.982 g/L 6 50,420 M cm™ calculado basandonos en la
secuencia de aminoacidos de la proteina como se describié anteriormente. Finalmente, se
hicieron alicuotas de 100 uL de la preparacion de enzima pura a una concentracién de 1.0

mg/mL, y se almacenaron a -80 °C para su posterior uso en los estudios cinéticos.

V.6 Determinacion del estado oligomérico de la enzima PA2125
El estado de asociacion de la enzima se determind por cromatografia de exclusion
molecular (SEC por sus siglas en inglés) en una columna Superdex 200 HR-10/30

(Pharmacia Uppsala, Suecia) acoplada a un equipo de FPLC AKTA pure (GE Healthcare,
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EUA). La columna se equilibrd y se eluy6 a temperatura ambiente con el amortiguador de
extraccion a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. Previamente a la cromatografia, la
solucion de proteina (500 pL) a una concentracion de 10 pg/pL se filtré a través de una
membrana hidrofilica de PVDF no estéril para jeringa con un poro de 0.22 pm de didmetro
(Millipore, Millex-GV, Alemania). La elucion se monitored siguiendo la absorbancia a 280
nm. La mezcla de proteinas estandar (Gel Filtration Standard, Bio-Rad, EUA) utilizada
para la calibracion de la columna contenia las proteinas: tiroglobulina de bovino, 670,000
Da, y-globulina de bovino, 158,000 Da, ovoalbdmina de pollo, 44,000 Da, y mioglobina de

caballo, 17,000 Da.

V.7 Ensayos de actividad y determinacion de los parametros cinéticos para
diferentes sustratos aldehidos
Los ensayos de velocidad inicial (vo) se realizaron espectrofotométricamente a 30 °C, como
se describio en Velasco-Garcia et al. (2000). La reaccién se inicié con la adicion de la
enzima. Todos los ensayos enzimaticos se hicieron por duplicado, utilizando alicuotas de
enzima provenientes de dos purificaciones diferentes. En los estudios de saturacion por un
aldehido a concentracion fija del NAD* o viceversa saturacion por NAD(P)" a
concentracion fija de un aldehido, los datos de velocidad inicial se ajustaron a la ecuacion
de Michaelis-Menten (Ecuacion 6).

vo = V [S}/(Kn+[S]) (Ecuacion 6),

donde [S] es la concentracion del sustrato variable, Km es la concentracion del sustrato a la
que se tiene la mitad de la velocidad maxima, V es la velocidad méxima y Kjs es la

constante de inhibicién del sustrato variable.
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En los estudios para obtener los patrones de velocidad inicial, los datos de velocidad inicial
obtenidos se ajustaron de forma global a la ecuacién correspondiente a un mecanismo Bi-Bi
ordenado en estado estacionario (Ecuacion 7):
vo = V [A][Bl/(Kia.Kb + Ka[B] + Ko[A] + [A][B]) (Ecuacion 7),

donde vo es la velocidad inicial determinada experimentalmente, V es la velocidad méxima
estimada, [A] es la concentracion de NAD(P)*, [B] es la concentracién del aldehido, Ka y
K, son las constantes de Michaelis-Menten para NAD(P)" y para el aldehido,
respectivamente, y Kia es la constante de disociacion del complejo E-NAD(P)".

En todos los casos, para los ajustes de los datos de velocidad inicial se usé el programa de
coémputo comercial Origin version 5.0, formulado con el algoritmo de regresion no lineal de
Marquardt (1963). Para efectos de visualizacion, con los parametros cinéticos estimados
con los ajustes a las respectivas ecuaciones, se construyeron graficas de dobles reciprocos

(1/vo frente a 1/[S]).

V.8 Ensayos de cinética rapida
Se midié el curso temporal de las reacciones NAD*-dependientes de la oxidacion del
benzaldehido y tres de sus derivados (4-metoxibenzaldehido, 3-nitrobenzaldehido y 4-
nitrobenzaldehido) catalizadas por la enzima PA2125 siguiendo la formacion del nucleétido
reducido NADH en un intervalo de milisegundos, usando concentraciones saturantes de
sustratos. Para estos estudios se utilizd un equipo de flujo detenido (SX-18MV de Applied
Photophysics®). La aparicion del NADH se siguié por la absorbancia a 340 nm en un
detector de luz UV/Vis. En el caso en que los cursos temporales mostraron un estallido

(“burst”) previo al establecimiento de la velocidad de estado estacionario, los datos se
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ajustaron a una ecuacién que incluye la de una exponencial sencilla creciente y la de una
recta (Ecuacion 8):

[NADH] = Apurst (1 - e70urstt) + vt (Ecuacion 8)
donde Apurst €s la amplitud del estallido observado, knurst €S la constante de velocidad de
orden uno de este estallido (en unidades de s™), vss es la velocidad de estado estacionario

(pendiente de la fase lineal) y t es el tiempo.

V.9 Obtencion de un modelo por homologia de la estructura tridimensional de la
enzima PA2125
El modelo por homologia obtenido para la enzima PA2125 se construyé con la
colaboracidon del Dr. Rogelio Rodriguez Sotres, Departamento de Bioquimica, Facultad de
Quimica, UNAM. La busqueda de la estructura cristalina de ALDH maés apropiada para ser
usada como molde se llevé a cabo con Turingen's suit (Séding et al, 2005), usando tanto el
programa HHpred (S6ding, 2005) como el programa HHsensor (Soding et al., 2006). Se
utilizé el método Rd.HMM (Martinez-Castilla y Rodriguez-Sotres, 2010) para medir la
habilidad (“fitness”) de estos posibles moldes para albergar la secuencia de aminoacidos de
PA2125. Con la secuencia de aminoacidos del molde seleccionado se hicieron
alineamientos con la secuencia de aminoacidos de PA2125 usando el servidor HHpred, asi
como un alineamiento manualmente curado tomando la alineacion Rd.HMM en el archivo
de busqueda HMMer como referencia. Se construyeron modelos por homologia de una
subunidad con el programa MODELLER 9v2 (Eswar et al, 2008), cada uno de ellos se
someti0 a optimizacion de geometria usando el campo de fuerza AMBER99SB

implementado en el programa informatico Chimera (Pettersen et al., 2004) y se relajaron
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con ROSETTA suite (Raman et al., 2009). Se us6 el modelo de subunidad mejor calificado
con Rd.HMM para ensamblar un tetrdmero con la ayuda de los programas computacionales
Visual Molecular Dinamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y MultiSeq (Roberts et al.,
2006). Las incoherencias estructurales en el tetramero resultante se corrigieron utilizando el
protocolo ROSETTA suit fast: relax (Raman et al., 2009). EI modelo del tetrdmero
resultante se mantuvo en una caja octaédrica periddica con una distancia de 1.2 nm a la
pared de la caja, para generar un sistema periddico infinito, y se sometié a simulaciones de
dinamica molecular (MD) de 15 ns en solvente explicito con 0.15 M NaCl formando un
sistema neutro en el campo de fuerza AMBER99SB, utilizando GROMAX 4.6.7 con un
esquema NPT, con Particle-Mesh-Ewald (PME electrostatics) para el céalculo de la
electrostatica y con LINCS para restringir las vibraciones de los enlaces C-H. Al final de la
simulacion, la estructura modelada se sometié a una minimizacion de energia por gradiente
conjugado, en su misma caja de solvente e iones y usando el mismo campo de fuerzas. La
estructura minimizada se extrajo y se analiz6 por Rd.HMM (Martinez-Castilla y Rodriguez-

Sotres, 2010) para validar su calidad y consistencia estructural.

V.10 Acoplamiento molecular de los sustratos en el sitio activo de PA2125
Para investigar las bases estructurales de la especificidad de la enzima PA2125 por los
sustratos probados en los ensayos de cinética enzimatica, se llevaron a cabo acoplamientos
moleculares (“docking”) entre estos aldehidos y el sitio activo del modelo por homologia
de la estructura tridimensional de PA2125. Para ello se utiliz el programa AutoDock Vina
(Trott y Olson 2010) del software Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera) usando el

modelo por homologia de PA2125 como receptor, el cual se mantuvo rigido durante el
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acoplamiento molecular. Los ligandos utilizados contenian los &tomos pesados (C, N, O) y
los hidrégenos (H). Todas las estructuras de los aldehidos se convirtieron al formato PDB,
para lo cual se construyeron utilizando el programa Spartan ‘14 v.1.1.8
(https://www.wavefun.com/products/windows/Student/win_student.html), teniendo
cuidado de poner las cargas cuando era necesario. Con la ayuda de este mismo software se
hizo una optimizacion tridimensional de estas estructuras realizando calculos de equilibrio
de conférmeros a través de calculos semiempiricos con el campo de fuerza PM6 (Rezad et
al., 2009). Finalmente los archivos con las estructuras se almacenaron en formato PDB. Se
obtuvieron las coordenadas del &tomo de azufre de la cisteina catalitica Cys282 del modelo
por homologia de PA2125, (61.90, 80.16, 21.62), que correspondian al centro de la caja
8x8x8 A que cubre el sitio de union seleccionado para los ligandos, se obtuvieron mediante
el programa computacional para visualizacion molecular Coot (Emsley & Cowtan, 2004),
con la herramienta Go to atom. Posteriormente, se ingresaron estas coordenadas en el
modelo previamente generado de la enzima, usando la opcién Surface/Binding Analysis de
la pestafia Tools del software Chimera Las opciones de optimizacién para el receptor y para
el ligando dadas por el programa no se modificaron. Finalmente se analizaron las 10 modos
de unién generados por el programa y se selecciond aquella que mostraba mayor
concordancia con lo reportado en la literatura sobre el mecanismo quimico de las ALDHs
(revisado en Mufoz-Clares et al., 2010; Mufioz-Clares et al., 2011), es decir, se usaron
como criterios el que el oxigeno del aldehido estuviera a distancia de puente de hidrogeno
del nitrégeno amidico de la cadena principal de la Cys282 y del nitrégeno amidico de la
cadena lateral de la Asnl149, y el carbono a una distancia razonable del grupo tiol de la

cisteina catalitica para que pudiera llevarse a cabo el ataque nucleofilico. Una vez obtenidas
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los mejores modos de union para cada aldehido se hicieron imagenes usando el programa

Pymol (https://pymol.org/2/).

VI RESULTADOS

V1.1 Ortdlogos de PA2125
Con el fin de investigar si la enzima PA2125 poseia algun ortélogo en la cepa PAOL de P.
aeruginosa, se buscaron todos los genes que codificaban para enzimas pertenecientes a la
superfamilia ALDH en el genoma secuenciado de esta cepa. Se encontraron 23 miembros
de esta superfamilia (Tabla 1), es decir tres menos de los reportados por Sophos y Vasiliou
(2003). Estas tres enzimas son: una enzima referida por estos autores como N/A con codigo
de acceso a la base de datos UniProtKB Q9APW?7 (acceso NCBI: WP_023091335) que
encontramos que tiene asignado el cd07092 el cual corresponde a la familia ALDH26
cuyos miembros son y-aminobutiraldehido deshidrogenasas y que a pesar de que se
encuentra en otras especies del género Pseudomonas y en algunas cepas de P. aeruginosa
no lo esta en la cepa PAOL; la enzima codificada por el gen exaC con codigo de acceso a la
base de datos UniProtKB Q9ZAAL, que duplica otra ya considerada por estos autores; y la
enzima codificada por el gen pahF (cédigo de acceso al NCBI: BAA12243.1) que
encontramos que tiene asignado el cd07105 con funcion de salicilaldehido deshidrogenasa
y que estd presente en otras cepas de P. aeruginosa pero no en PAOL. Analizamos la
secuencia de las 23 ALDHs encontradas para poderlas asignar a una familia ALDH ya
numerada, 0 a un determinado grupo cd cuando ain no se les ha asignado una familia

dentro de la superfamilia de las ALDHSs, encontrando que 3 pertenecen a la familia ALDH6
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(cd07085) cuyos miembros se sabe que son ALDHSs acilantes, 3 pertenecen a la familia
ALDH27 (cd07112), de las cuales una de ellas ya ha sido caracterizada como
aminoaldehido deshidrogenasa, 2 estdn anotadas como a-cetoglutarato semialdehido
deshidrogenasas (cd07129), una anotada como N-Succinilglutamato 5-semialdehido
deshidrogenasa (cd07095), una anotada como prolina deshidrogenasa (cd07125), dos
anotadas solamente como ALDH, pero que encontramos que pertenecen a la misma familia
puesto que tienen asignado el mismo namero cd (cd07559), una enzima perteneciente a
cada una de las siguientes familias: ALDH5 (cd07103), ALDH7 (cd07130), ALDHS8
(cd07093), ALDH9 (cd07090) y ALDH11 (cd07082), y 6 que pertenecen a familias que
contienen un solo representante en P. aeruginosa PAOL y que aungue aun no han sido
numeradas consideramos que son familias ALDHs atendiendo a que poseen diferentes
numeros cd. Entre estas ultimas se encuentra la PA2125. Hay que mencionar que las
anotaciones en las bases de datos que indican una actividad fueron hechas en base a
homologia con enzimas caracterizadas en otras bacterias, pero que a la fecha en P.
aeruginosa so6lo se han caracterizado la enzima ALDH9 (la PaBADH, PA5373), una
enzima de la familia ALDH27 (la PA5312) y se ha reportado la estructura cristalografica de

la PA0898 (codigo PDB 3JU8).
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Tabla 1. Enzimas pertenecientes a la superfamilia ALDH en P. aeruginosa cepa PAOL.

Anotacion en el - , . ldentidad
Nombre Locus genoma Acceso CDD NCBI do'oriwcitrll\i/(;dc%%::?\llj; do ﬁlszilgrllgl?:a respecto a
del gen (http://www.pseudom NCBI (Familia) 9 . PA2125
(CDD NCBI) (referencia)
onas.com/) (%)
Gliceraldehido-3- .
Probable Generacion de
92PN PA2323 gliceraldehido-3-  NP_251013 (/i?_o;&slzl) deapiaato NADPH 274
gap fosfato deshidrogenasa 9 (probable)
fosforilante
. . Metilmalonato Degradacion de
bauC  PA0130 Ma'gg:‘;‘i’ dsr%m;‘]':;h'do NP_248820 (fgg)jg) semialdehido poliaminas 201
g deshidrogenasa (Yao et al., 2011)
. Metilmalonato Degradacion de
pa0747  PAQ7A7 P;‘;Sﬁ?éfoa'gﬁgs'go NP_249438 (‘fséoﬁg) semialdehido valina 30.3
9 deshidrogenasa (probable)
Metilmalonato cd07085 Metilmalonato
mmsA PA3570 semialdehido NP_252260 (ALDHS) semialdehido Desconocida 27.7
deshidrogenasa deshidrogenasa
Degradacion de
. . . . colina y sintesis de
Betaina aldehido cd07090 Betaina aldehido - P
betB PA5373 - NP_254060 - glicina betaina 33.8
deshidrogenasa (ALDH9) deshidrogenasa (Nagasawa, et al.,
1976)
5-Carboxi-2- 2-Hidroximuconato Degradacion de
hpcC, hidroximuconato cd07093 - : compuestos
hpaE PA4123 semialdehido NP_252812 (ALDHS) dsez?ilgrlgezﬁgga aromaticos 344
deshidrogenasa g (probable)
aruD N-Succinilglutamato 5- ((;\(Ijg?[?egnse N-Succinilglutamato Deg;?di?ﬁ'noan de
! PA0898 semialdehido NP_249589 . 5-semialdehido g . 31.7
astD deshidrogenasa familia deshidrogenasa (Itoh, 1997; Jann et
asignada) al., 1986)
Glutérico Succinato Degradacion de
dz\é%’ PA0265 semialdehido NP_248956 ((:jl(_);l'_(')g) semialdehido poliaminas 35.6
g deshidrogenasa deshidrogenasa (Yao etal., 2011)
. y-Glutamil-y-
pa0219  PA0219 desﬁilgfglgr?asa NP_248910 (X?_Ogﬁ;) aminobutiraldehido Desconocida 34.1
g deshidrogenasa
. y-Glutamil-y-
pad189  PA4189 P;‘;Eﬁ?éfoa'gﬁg‘s'? NP 252878 ,i‘.’_”;,ﬂlé aminobutiraldehido  Desconocida 343
9 ( ) deshidrogenasa
Degradacion de
L . arginina y
Trimetil y-Glutamil-y- -
I;?;a% PA5312 amonibutiraldehido NP_253999 (,2?_0[;|1_|1227) aminobutiraldehido ( Jarﬁ’r?lé?r;mfggs_ 32.1
deshidrogenasa deshidrogenasa Yao et al., 2011:
Chou et al.,2013)
cd07114 p
. : Aldehido
pa3504  PA3504 P;%Zﬁ?éfoalgﬁgslgo NP_252194 (’;Iaomti'ﬁge deshidrogenasa no Desconocida 37.0
g asignada) caracterizada
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€d07120

Metabolismo de

Aldehido (No tiene Furfural acido furdico
pazl2s  PA2125 deshidrogenasa NP_250815 familia deshidrogenasa (Nichols y Mertens, 100
asignada) 2013)
€d07125 Gl Degradacién de
utA Prolina (No tiene utamato prolina
P PA0782 - NP_249473 i~ semialdehido 28.8
pruA deshidrogenasa familia deshidroaenasa (Nakada et al.,
asignada) g 2002)
a-Cetoglutarato (T\cljg?[ileznge a-Cetoglutarato Degradacion de 4-
IhpG PA1253 semialdehido NP_249944 familia semialdehido hidroxi-L-prolina 28.9
deshidrogenasa amiti deshidrogenasa (Liy Lu, 2016)
asignada)
Probable aldehido (ﬁg Zilezni o-Cetoglutarato Degradacion de 4-
pa2217  PA2217 : NP_250907 e semialdehido egrac : 25.6
deshidrogenasa familia : hidroxi-L-prolina
: deshidrogenasa
asignada)
Degradacion de L-
A-1-Piperidina-6- a-Aminoadipato lisina
a”g:‘jB' PA1027 carboxilato NP_249718 (‘fféﬁ% semialdehido (probable) 28.4
P deshidrogenasa deshidrogenasa (Revelles et al.,
2005)
cd07133 Degradacion de
Probable aldehido (No tiene Coniferil aldehido eugenol
pa0366  PA0366 deshidrogenasa NP_249057 familia deshidrogenasa (Achterholt et 28.7
asignada ) al.,1998)
cd07151 -
. : - Degradacion de p-
pad899  PA4899 P;"ba?'e aldehido 5 opangg  (Notiene . ibenzaldehido cresol 337
eshidrogenasa familia :
. deshidrogenasa Probable
asignada)
Aldehido cd07559 Metabolismo de
deshidrogenasa (No tiene Acetaldehido etanol
exac PAL1984 dependiente de  NAD* NP_250674 familia deshidrogenasa Il (Schobert y 319
ExaC asignada) Gorisch, 1999)
cd07559 Degradacion de
hdhA, Hidrazona (No tiene Acetaldehido acido adipico
exaC2 PA4022 deshidrogenasa NP_252711 familia deshidrogenasa I (Taniyama et al., 314
asignada) 2012)
No asignado
pad073  PAdo73  "robablealdenido i, oo0g,  (Notiene Aldehido Desconocida 36.9
deshidrogenasa familia deshidrogenasa
asignada)
No asignado
roA PA4007 y-Glutamil fosfato NP 252696 (No tiene y-Glutamil fosfato Biosintesis de
P reductasa - familia reductasa prolina
asignada)

Mediante alineamientos multiples de las secuencias de aminoacidos de estas ALDHSs se

encontro que ninguna posee identidad > 40 % con la PA2125 y que por tanto pertenecen a

familias diferentes, consistente con que tienen asignados diferentes numero cd. Este
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resultado, por tanto, no permitié inferir una posible funcién fisiologica de la enzima
PA2125, ni siquiera conocer el tipo de aldehidos que podria usar esta enzima como
sustratos, por lo que extendimos la basqueda de ort6logos usando las secuencias de enzimas
ALDHs reportadas a la fecha en la base de datos NR (no redundantes) del NCBI, y
consideramos solo aquellas secuencias cuya identidad con PA2125 fue > al 42 % para
encontrar las que pertenecen a la misma familia. Esto se corrobord viendo que tenian
asignado el numero ¢d07120. Hicimos el corte en 42 % de identidad porque aquellas que
poseian identidad <42 % ya tenian asignado otro nimero cd.

Encontramos un total de 179 secuencias (Anexo 1), todas ellas bacterianas, y que habian
sido anotadas como betaina aldehido deshidrogenasa (5), 2,5-dihidroxibenzaldehido
(gentisaldehido) deshidrogenasa (1), furfural deshidrogenasa (1), succinato semialdehido
deshidrogenasa (1), PutA o glutamato semialdehido deshidrogenasa no fosforilante (1),
acil-CoA reductasa (2) o, la mayor parte de ellas, sélo como ALDHs de (168). En la Tabla
2 se incluyen ejemplos de estas enzimas ALDHs que han sido anotadas con alguna
actividad especifica y que presentan una identidad mayor al 47 % con PA2125.

A primera vista varias de estas anotaciones son incorrectas. Una de ellas es la anotacion de
acil-CoA reductasa, puesto que estas proteinas son reductasas de acidos grasos responsables
de la sintesis de aldehidos de cadena larga que son sustratos en la reaccién luminiscente
catalizada por la luciferasa y que tienen asignado el cd07080. De hecho, un alineamiento de
una de las enzimas de la familia de la PA2125 asi anotadas con una acil-CoA reductasa

bona fide, la de Photobacterium kishitanii, da un 0% de identidad.
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Tabla 2. Porcentaje de identidad con PA2125 de enzimas seleccionadas de su misma
familia y otras enzimas ALDHSs que poseen la actividad asignada a algunas de
las enzimas de la familia de la PA2125.

Identidad Identidad con Identidad Identidad con Identidad con
con respecto con Succinato Identidad con respecto acil-
respecto Gentisaldehido respecto semialdehido respecto PutA CoA reductasa
PA2125 PaBADH Burkholderia psfA de P. deshidrogenasa P. de P. putida [Photobacteriu
(cdo7120)  PAS3T3 sp. BC1 putida aeruginosa (PRK11809)  mkishitanii]
%) (cd07090) (cd07120) (cd07120) (PRK11241) (%) (cd07080)
(%) (%) (%) (%) %)

Identidad
con

Acceso NCBI Descripcion respecto

Aldehido
deshidrogenasa
PA2125
[Pseudomonas
aeruginosa]
(cd07120)

NP_250815.1 100 36 60 47 35 29 21

Betaina aldehido
deshidrogenasa
SCY80161.1 [Acinetobacter 99 36 60 47 35 29 21
baumannii]
(cd07120)

Betaina aldehido
deshidrogenasa
PA5373
[Pseudomonas
aeruginosa]
(cd07090)

NP_254060.1 36 100 33 33 36 22 25

Aldehido
deshidrogenasa
KTK92484.1 [Pseudomonas 99 37 60 47 35 30 27
putida]
(cd07120)

Gentisaldehido
deshidrogenasa
APP18125.1 [Burkholderia sp. 60 33 100 43 33 30 35
BC1]
(cd07120)

PsfA
[Pseudomonas
putida]
(cd07120)

ACAQ9737.1 47 33 43 100 35 29 24

succinate-
semialdehyde
dehdyrogenase
Al45734.1 [Comamonas 45 33 42 64 36 28 22
testosteroni
TK102]
(cd07120)
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Succinato
semialdehido

AAGO3654,1  deshidrogenasa 36 38 35 36 100 31

[P. aeruginosa]
(CDD NCBI:
PRK11241)

24

PutA

ALP004031  LPseudomonas 42 32 43 48 29 27

putida]
(cd07120)

24

PutA
[Pseudomonas

AAF25000.1 putida] 29 27 30 29 31 100

(CDD NCBI:
PRK11809)

23

Acyl-CoA
reductase

SDG68883.1 [Streptomyces 48 34 50 45 33 29

jietaisiensis]
(cd07120)

0.0

acyl-CoA
reductase

WP_045042154  [Photobacterium 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 23

Kishitanii]
(cd07080)

100

Por tanto, concluimos que estas enzimas si son de la misma familia de la PA2125
(cd07120) pero con funcién ain desconocida. Igualmente, la enzima de la familia cd07120
anotada como succinato semialdehido deshidrogenasa tampoco creemos que posee esta
actividad, puesto que su identidad con las succinato aldehido deshidrogenasas (cuyo cd es
07103 y pertenecen a la familia ALDH5) es menor al 42 %; de hecho, su identidad con la
enzima PA0265 de P. aeruginosa que posee esta actividad es del 36 %. También esta
equivocada la anotacion de putA, como lo indica la identidad muy por debajo del 40% de la
enzima asi asignada con verdaderas enzimas putA (con cddigo CDD NCBI: PRK11904), de
las cuales P. aeruginosa posee una enzima la PA0782 con una identidad del 28.8 % con
PA2125, y el hecho de que estas enzimas son muy diferentes porque son bifuncionales, es

decir poseen dos dominios uno con actividad de prolina deshidrogenasa y otro con
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actividad de glutamato semialdehido deshidrogenasa no-fosforilante catalizando la
formacion de glutamato a partir de glutamato semialdehido. Finalmente, no creemos que las
enzimas de la familia de la PA2125 anotadas como betaina aldehido deshidrogenasa lo
sean, de nuevo basandonos en su bajo grado de identidad con las betaina aldehido
deshidrogenasas de y-proteobacterias (cd07090; ALDH9), de las que existe una enzima en
P. aeruginosa PAO1, la PA5373 (PaBADH), que ha sido extensivamente caracterizada
bioquimica y estructuralmente por nuestro grupo de investigacion (Velasco-Garcia et al.,
1999; Velasco-Garcia et al., 2000; Gonzalez-Segura, et al., 2002; Velasco-Garcia et al.,
2003; Velasco-Garcia et al., 2006; Gonzalez-Segura, et al., 2009; Zaldivar-Machorro, et
al., 2011; Velasco-Garcia et al., 2013). En cuanto a las anotaciones de una enzima como
2,5 dihidroxibenzaldehido (gentisaldehido) deshidrogenasa y de otra como furfural
deshidrogenasa si son ciertas, puesto que en ambos casos se ha comprobado
experimentalmente que poseen estas actividades. La actividad de la primera se propuso en
un estudio genémico (Chowdhury et al., 2014) en el que se observo su participacion en la
ruta de degradacion del acido 2-hidroxi-1-naftoico presente en aguas residuales oxidando
gentisaldehido a gentisato. La actividad furfural deshidrogenasa se asigné a la enzima
codificada por el gen psfA de P. putida (acceso NCBI: ACA09736.1) porque la
transcripcion de este gen se indujo cuando la bacteria se crecié en alcohol furfurilico,
furfural o acido furoico (Nichols y Mertens, 2008), compuestos que se producen en suelo
por la degradacién de material vegetal lignocelulésico. P. aeruginosa PAOL1 no posee
ninguna enzima anotada con estas actividades, por lo que estos aldehidos, o aldehidos
aromaticos relacionados, si pudieran ser sustratos de la PA2125. La identidad de la enzima

gentisaldehido deshidrogenasa con PA2125 es relativamente alta (60%), lo que apoya aln
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mas esta idea. Asi mismo, la identidad de la enzima de P. putida a la que se le asigno la
actividad furfural deshidrogenasa con PA2125 es del 47 %, indicando que ambas enzimas
son de la misma familia.

Para investigar si la PA2125 pudiera tener alguna de estas dos actividades asignadas a dos
enzimas de su misma familia seguimos dos estrategias: 1) Comparar los residuos del sitio
activo que pudieran estar determinando la especificidad por el aldehido de la PA2125 con
los de las otras dos enzimas de su misma familia cuya actividad ya ha sido reportada. 2)
Analizar y comparar los contextos gendmicos de estas enzimas y de la PA2125 (y para
confirmar que la anotacion como betaina aldehido deshidrogenasa es un error, examinamos
también el contexto gendmico de la PaBADH). EI comparar los contextos genémicos nos
ayuda a determinar si la enzima que nos interesa participa en alguna ruta metabolica ya
caracterizada y que forma parte de algin operdn ya estudiado. Asi mismo, podemos inferir
cudl podria ser el compuesto que al transformarse produce el aldehido sustrato de la ALDH
bajo estudio, en caso de que la enzima que cataliza esa reaccion ya estd caracterizada o
pertenezca a alguna familia de enzimas con un cd asignado. 3) Determinar la actividad de la
PA2125 con los aldehidos sugeridos como sustratos para estas enzimas y con aldehidos
relacionados.

1) Residuos del sitio activo posibles determinantes de la especificidad para el aldehido:
Los miembros de la familia ALDH con cd07120, de la cual forma parte PA2125, tienen
conservados los residuos cataliticos asparagina, glutamico y cisteina (N149, E248 y C282,
numeracion correspondiente a PA2125) lo cual indica que son ALDHSs hidroliticas. En
cuanto a los residuos que pueden participar en la especificidad por el sustrato en esta
familia, encontramos que en la posicion 150 de la PA2125 puede haber una serina 0 una

alanina, indicando que en esta posicion debe existir un residuo pequefio, en la posicion 157
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de la PA2125 siempre hay una arginina, lo cual sélo se ha encontrado hasta la fecha en las
enzimas de la familia cd07120, y en la posicion 449 puede haber un glutdmico o treonina.
Atendiendo al criterio del tipo de residuos que existen en esta posicion, parecen existir al
menos cuatro subfamilias: una, a la que pertenece la PA2125, cuyos miembros poseen
Serl50 y Glu449 (numeracién de PA2125), otra subfamilia cuyos miembros tienen
secuencias con serina y glutamina es las posiciones equivalentes, otra a la que pertenece la
gentisaldehido deshidrogenasa, cuyos miembros poseen alanina y glutdmico en las
posiciones equivalentes, y otra a la que pertenece la furfural deshidrogenasa, que contiene

secuencias que en estas posiciones poseen alanina y treonina, respectivamente (Figura 7).
* *

1.0

0.5 S

149 150 157 248 281 282 449

*

Proportion

1.0 1.0 1.0 1.0
c
RS
=
g 05 0.5 0.5 0.5
o
o
0.0 0.0 0.0 — 0.0
150 449 150 449 150 449 150 449
Subfamilia PA2125 Subfamilia Subfamilia Subfamilia
no caracterizada furfural gentisaldehido
deshidrogenasa deshidrogenasa

Figura 7. Logos de los residuos conservados de la familia ALDH cd07120. (A) Logos
donde se muestran marcados con asterisco los residuos cataliticos en las
posiciones 149, 248, 282, y los residuos que participan en la especificidad por
sustrato en las posiciones 150, 157, 281 y 449 de acuerdo con la numeracion en
PA2125. (B) Logos donde se muestran las posibles cuatro subfamilias teniendo
en cuenta los residuos en las posiciones 150 y 449. Se obtuvieron a partir de
alineamientos multiples de PA2125 y enzimas ortologas con la herramienta
BLAST del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).
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Los resultados de este andlisis nos sugieren que el residuo en la posicion correspondiente al
Glu449 de PA2125 es importante para determinar la especificidad dentro esta familia y que
probablemente la PA2125 no seria una furfural deshidrogenasa, pero si podria ser una
gentisaldehido deshidrogenasa u oxidar a un sustrato quimicamente parecido al
gentisaldehido.

2) Contextos gendmicos. Los contextos gendmicos de la PA2125 y de aquellas enzimas de
su misma familia que estan correctamente anotadas, la gentisaldehido deshidrogenasa de
Burkholderia sp. BC1 y la furfural deshidrogenasa de P. putida, asi como el de la PaBADH
se muestran en la Figura 8.

PA2122 PA2123 PA2124 PA2125
Pseudomonas aeruginosaPAO1
PA2122: Policétido ciclasa/deshidratasa; superfamilia c114643; familia pfam10604; PA2123: regul. transc.
LysR; superfamilia c128285; familia cd08422; PA2124: deshidrogenasa: superfamilia cl27052; familia
pfam00732; PA2125: ALDEHIDO DESHIDROGENASA; familia cd07120.

ACA09736  ACA09737  ACA09738 ACA09739
psfG psf4 psfB psfC

Pseudomonas putida Ful
ACA09736: alcohol deshidrogenasa; superfamilia cl27753; ACA09737: FURFURAL

COGO0583; ACA09739 hidroxibenzoato carboxiliasa; superfamilia c119190; familia PRK06029.

APP18128
noldb
> [ >
APP18123  APP18124 APP18125 APP18126 APP18127 APP18129
nolR nolB nolF nolAc noldd nolda

Burkholderia sp. BC1

APP18123: regul. Transc. TetR N: superfamilia cl27689; familia COG1309; APP18124: dihidrodiol
deshidrogenasa; superfamilia cl27754; APP18125: GENTISALDEHIDO DESHIDROGENASA; familia
cd07120; APP18126: 2-naftol dioxigenasa; superfamilia cl00938; familia cd08881; APP18127: 2-naftol
dioxigenasa; superfamilia cl09109; APP18128: ferredoxina; superfamilia cl00159; APP18129: ferredoxin
reductasa; superfamilia c126176; familia pfam14759.

S — D
NP_254061 NP_254060 NP_254059
betl betB betA

Pseudomonas aeruginosa PAO1

NP_254061: regul. Transc. LysR: superfamilia cl27691; familia PRK00767; NP 254060: BETAINA
ALDEHIDO DESHIDROGENASA: familia c¢d07090; NP_254059: colina deshidrogenasa; superfamilia
¢l27052; familia PRK02106.
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Figura 8. Contextos gendmicos de los genes que codifican para PA2125, las enzimas de

su misma familia con actividad probada y la PaBADH

Al observar los contextos genémicos de las anteriores enzimas encontramos que en todos
ellos el gen que antecede al que codifica para la aldehido deshidrogenasa es el que codifica
para la enzima que cataliza la reaccion en la que se produce el aldehido. En el contexto
gendémico de PA2125 esta enzima es una deshidrogenasa (PA2124) que pertenece a la
superfamilia de las glucosa-metanol-colina (GMC) oxidorreductasas (con codigo CDD
NCBI cl27052). En el de la furfural deshidrogenasa codificada por el gen psfA de P. putida
es una alcohol deshidrogenasa codificada por el gen psfG (acceso NCBI: 09736.1) de la
superfamilia de alcoholes deshidrogenasas de cadena corta (con cdédigo CDD NCBI
cl27753). De nuevo, los resultados de este analisis nos sugieren que la PA2125 no es una
furfural deshidrogenasa, lo que estd ademas apoyado por nuestro hallazgo de que P. putida
posee otra enzima no caracterizada que tiene un grado de identidad del 99 % con la PA2125
y CUyO gen se encuentra en un contexto genémico similar al del gen pa2125. Es altamente
improbable que una bacteria tenga dos enzimas con igual actividad fisioldgica bajo dos
contextos gendomicos diferentes. En el contexto gendémico de la gentisaldehido
deshidrogenasa de Burhkolderia sp. BC1 hay una hidratasa aldolasa codificada por el gen
nolE (acceso NCBI: APP18130.1) la cual pertenece a la superfamilia aldolasa clase I con
cddigo CDD NCBI: ¢l28880. Pareciera entonces que de acuerdo a este criterio la PA2125
tampoco poseeria la actividad de gentisaldehido deshidrogenasa. Por Gltimo, en el contexto
genémico de la PaBADH (PA5373, con cddigo acceso NCBI: NP_254060.1), la enzima
encargada de producir el aldehido es la colina deshidrogenasa (PA5372, con cddigo de

acceso al NCBI: NP_254059.1) codificada por el gen betA (cdédigo CDD NCBI:
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PRKO02106) y que pertenece a la familia de enzimas de la superfamilia de GMC
oxidorreductasas al igual que la PA2124 cuyo gen que se encuentra en el contexto
genomico del gen de la PA2125. Probablemente por esta razén varias enzimas de las
pertenecientes a la familia de la PA2125 se han anotado como betaina aldehido
deshidrogenasas. Ademas, en el contexto del gen de la PA2125, al igual que en los otros
contextos gendémicos aqui analizados, existe un gen que codifica para un regulador
transcripcional. En el operdn de PA2125 es el que codifica para la proteina PA2123, que
pertenece a la superfamilia de reguladores transcripcionales LysR (CDD NCBI: cl28285) y
se le ha asignado el cd08422. EI gen del regulador transcripcional en el contexto gendmico
del gen de la furfural deshidrogenasa de P. putida también codifica a una proteina que
pertenece a la superfamilia LysR pero es de la familia COG0583. En el contexto genémico
de la gentisaldehido deshidrogenasa de Burkholderia sp. el regulador transcripcional
pertenece a la familia COG1309 de la superfamilia TetR_N (CDD NCBI: cl27689). Por
ultimo el gen del regulador transcripcional que forma parte del operon de la PaBADH
codifica una proteina que pertenece a la superfamilia de reguladores transcripcionales TetR
con CDD NCBI: cl27691 y dentro de ésta a la familia PRK00767, conocida como la familia
de reguladores transcripcionales Betl. Esto nos indica que el regulador que aparece en el
contexto genémico de la gentisaldehido deshidrogenasa no pertenece a la misma
superfamilia del regulador transcripcional Betl. Los diferentes reguladores
transcripcionales que forman parte del operon de estas enzimas, de nuevo sugieren que su
induccion responde a compuestos diferentes y que por tanto estarian participando en rutas
metabolicas diferentes y posiblemente tengan como sustratos a aldehidos también
diferentes. Los resultados obtenidos de estos analisis sugieren fuertemente que la PA2125

no es una furfural deshidrogenasa, y que tampoco es una gentisaldehido deshidrogenasa o
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betaina aldehido deshidrogenasa. Pero no nos permiten descartar o afirmar que lo sea en
forma concluyente o incluso que tenga otra actividad aln no reportada para las enzimas de
su misma familia. Para investigar esto, necesitamos caracterizar bioquimicamente a la
enzima PA2525 y estudiar experimentalmente su especificidad por sustrato para lo cual
decidimos clonar el gen que la codifica a partir del DNA genémico de P. aeruginosa
PAOL, insertarlo en un vector de expresion y obtener la enzima recombinante en células de

E. coli.

V1.2 Clonacion del gen PA2125
El gen pa2125 constituido por 1,449 pares de bases (pb) codifica un polipéptido de masa
molecular de 51.3 kDa que corresponde a la secuencia de 482 residuos de amino &cidos de
una subunidad de la enzima aldehido deshidrogenasa PA2125 de P. aeruginosa. El gen se
clono a partir del DNA gendmico extraido de la bacteria y se amplificé mediante la técnica
de PCR usando los oligonucle6tidos disefiados con base en la secuencia del gen reportada
en la base de datos NCBI. La amplificacion del gen pa2125 se confirmé por electroforesis
en gel de agarosa (Figura 9), en el que se observaron bandas de aproximadamente 1,500 pb,

que es el valor esperado para este gen.
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Figura 9. Gel de agarosa en el que se muestra la amplificacion por PCR del gen pa2125.
Carriles: M, marcadores de masa molecular; 1, producto de PCR con un tamafio

aproximado de 1500 pb (enmarcado en rojo).

100(pb)
10000

3000

Figura 10. Gel de agarosa mostrando los productos de la digestion del vector pET28b(+)
y del gen pa2125 usando las enzimas Ndel y HindlIl. Carriles: M, marcadores
de masa molecular; 1 plasmido sin digerir a una concentracion de 92 ng/uL
(bandas enmarcadas en amarillo); 2 y 3, plasmido digerido a una concentracion

de 43 y 48 ng/uL respectivamente (bandas enmarcadas en azul); 4, amplicon de
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pa2125 digerido a una concentracion de 38 ng /uL (banda enmarcada en rojo).
Se puede observar el diferente corrimiento del DNA del vector pET28b(+) sin
digerir en dos tipos de conformacion super enrolladas (carril 1) de la

conformacion lineal del vector digerido (carriles 2 y 3).

El resultado de las digestiones del vector pET28b(+) antes de insertar el gen pa2125 se
muestra en el gel de agarosa de la Figura 10, carriles 2 y 3. Luego de comprobar que las
digestiones fueron exitosas, se procedio a insertar el gen pa2125 en el vector pET28b(+).
Con el plasmido construido, denominado pET28b-pa2125, se transformaron células
competentes de E. coli XL10-Gold por medio de choque térmico y de las colonias que
habian crecido en presencia de kanamicina se extrajo el plasmido al que, se le realiz6 una
doble digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Hindll1l. El resultado de esta digestion
demostré que el plasmido pET28-pa2125 si contenia un inserto del tamafio esperado,
correspondiente al del gen pa2125 (Figura 11).

A continuacién, por medio de secuenciacion y un alineamiento de secuencias por Blast, se
comprob6 que el inserto en el plasmido pET28b-pa2125 era el gen pa2125 reportado en la
base de datos NCBI sin ningin cambio y que estaba en marco correcto de lectura (Anexo

4).
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Figura 11. Gel de agarosa mostrando la digestion del pldsmido pET28-pa2125 usando
las enzimas Ndel y Hindlll. Los plasmidos pET28-pa2125 fueron extraidos de
colonias de células de E. coli XL10 Gold cultivadas en placas de agar LB con
kanamicina (0.1 mg/mL). Carriles: M, marcadores de masa molecular; 1, 3y 4,
plasmido que contenia el inserto pa2125 (enmarcado en amarillo); 2 plasmido

que no contenia el inserto pa2125.

V1.3 Sobreexpresion del gen pa2125 y produccion de la enzima recombinante
PA2125 en células de E. coli
Se inocularon células de la cepa E. coli BL21 (DE3) Rosetta transformadas con el plasmido
PET28b-pa2125 en medio LB estéril con kanamicina (0.1 mg/mL) y se indujeron con IPTG
con el fin de realizar pruebas de expresion a pequefia escala (en 10 mL de medio de
cultivo). Asi mismo, como control se crecieron colonias de E. coli BL21 (DE3) Rosetta sin

transformar. De todos los cultivos se tomaron alicuotas que se sometieron a SDS-PAGE
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(Figura 5). Los marcadores de masa molecular permitieron identificar la banda de la enzima
PA2125 en una posicién que corresponde a una masa molecular aproximada de 55 kDa, un
valor cercano al teérico de 51.3 kDa (bandas enmarcadas en rojo), que fue obtenido por
medio de la herramienta ProtParam del portal de recursos bioinformaticos Expasy

(http://web.expasy.orag/protparam/).

Como se puede observar en la Figura 12 se obtuvo proteina PA2125 de forma soluble
(carriles 5y 7) e insoluble (carriles 6 y 8), aunque la proporcion de la soluble fue mayor
que la de la insoluble. Observamos que la proteina PA2125 se expresa aun en ausencia del
inductor IPTG (carril 5), Dubendorff y Studier (1991) explican que cuando el represor lac
(Lacl) se une a una regién de DNA del operador lac (contenido en el plasmido pET28b-
pa2125) ubicada aproximadamente 15 pb hacia abajo del inicio de la secuencia del
promotor T7 RNA inhibe fuertemente la transcripcion por la T7 RNA polimerasa, mientras
que si se une a una region centrada 21 pb hacia abajo del inicio del RNA del promotor T7
la inhibicion se reduce sustancialmente. La baja represion sugiere que una vez iniciada la
cadena, la unién del represor puede no ser muy efectiva para bloquear la elongacién, y esto
podria ser porque hay mutaciones en la region del operador del represor Lacl.

A partir de las células por cada litro de cultivo, y a partir de ellas, tras la purificacion se

obtuvieron entre 50 y 60 mg de proteina PA2125 pura.
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Figura 12. Gel SDS-PAGE mostrando la produccion de la enzima PA2125 recombinante
en células de E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Carriles: M, marcadores de masa
molecular; 1y 2, sobrenadante y precipitado, respectivamente, del extracto crudo
de las células sin transformar; 3 y 4 sobrenadante y precipitado, respectivamente,
del extracto crudo de las células sin transformar y tratadas con IPTG; 5y 6
sobrenadante y precipitado, respectivamente, del extracto crudo de las células
transformadas y sin tratar con IPTG; 7 y 8 sobrenadante y precipitado,
respectivamente, del extracto crudo de las células transformadas y tratadas con
IPTG . Las bandas enmarcadas en rojo de aproximadamente 55 kDa
corresponden a la enzima PA2125 producida. En cada carril se aplicaron 25 ug

de proteina total.

V1.4 Purificacion a homogeneidad de la enzima PA2125
La purificacion se llevd a cabo en un solo paso que consistié en una cromatografia de
afinidad a Ni. Se recogieron fracciones de 10 mL, de las cuales se reunieron las 10 primeras
que eran las que presentaron actividad benzaldehido deshidrogenasa y tenian la mayor
concentracion de proteina. La pureza de la enzima PA2125 eluida se comprobo al observar

una Unica banda de proteina en SDS-PAGE (Figura 13). Estas fracciones reunidas se

77



aplicaron a una columna de intercambio anionico con el fin de eliminar de forma sencilla el
imidazol de la preparacion de enzima pura, evitando la agregacién de ésta que ocurre
cuando la enzima se concentra mediante lavados en tubos Centricon. Después de eluir, se
reunieron las fracciones 2, 3 y 4, que fueron las Unicas en presentar actividad benzaldehido
deshidrogenasa, se hicieron alicuotas y se guardaron a -80 °C para su posterior uso. Los

resultados de una purificacion tipica se muestran en la Figura 13 y en la Tabla 3.

Figura 13. Gel SDS-PAGE mostrando el resultado de la purificacion de la enzima
PA2125. Carriles: M, marcadores de masa molecular; 1, precipitado del extracto
crudo (25 pg de proteina total aplicados); 2, sobrenadante del extracto crudo (25
png de proteina total aplicados) 3, fraccion de proteina soluble no unida a la
columna de afinidad a Ni (25 pg de proteina total aplicados); 4, fracciones
eluidas de la columna de afinidad a Ni y que presentaron mayor actividad
enzimatica y mayor concentracion de proteina (3 pg de proteina total aplicados);
5, fracciones eluidas de la columna de intercambio idnico que presentaron mayor
actividad enzimatica y mayor concentracion de proteina (3 pug de proteina total
aplicados). Las bandas enmarcadas en rojo de aproximadamente 55 kDa
corresponden a la enzima PA2125 producida.
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Tabla 3. Resultados de la purificacion de la enzima PA2125. Se inici6 con 4 L del cultivo
de bacterias en fase estacionaria. La actividad se midid6 con 2 mM de
benzaldehido y 2 mM de NAD".

Proteina  Actividad Actividad
Paso de especifica  Purificacion Rendimiento
e total total 0
purificacion (mg) (Unidades) (U/mg (veces) (%)
g proteina)
Extracto crudo 537 1,560 291 1 100
Cromatografiade )4, 935 4.03 1.4 43

afinidad a Ni

V1.5 Estado oligomérico de la enzima PA2125
La cromatografia de exclusion molecular de la enzima recombinante PA2125 pura mostré
un pico muy simétrico en un tiempo de retencion de 12.41 min (Figura 11), lo que indica la
pureza de la proteina que eluye en este pico. De acuerdo con la curva de calibracion
utilizada (inserto Figura 14) este pico corresponde a una proteina de 170.3 kDa, y teniendo
en cuenta que la masa molecular tedrica del mondmero de la proteina PA2125 (51.3 kDa)
parece corresponder a un trimero. Sin embargo, a la fecha no se ha reportado una estructura
cristalografica de una ALDH que presente una estructura cuaternaria trimérica, la que
ademas no es consistente con el arreglo de dimeros o dimero de dimeros que presentan
estas enzimas. Si se conoce que algunas ALDHs tetraméricas presentan este patron de
elucion anormal en SEC (Mori et al, 1980; Falkenberg y Stram, 1990; Velasco-Garcia et

al., 1999), por lo que asumimos que la estructura nativa de la enzima es tetramérica.
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Figura 14. Perfil de elucion de la enzima PA2125 de la cromatografia de exclusion

molecular. La cantidad de proteina total aplicada fue 5 mg. La absorbancia a 280

nm estd dada en miliunidades de absorbancia (mAU). Inserto: curva de

calibracién obtenida usando estandares de masa molecular.

V1.6 Especificidad por el sustrato aldehido

Después de obtener pura la forma recombinante de la enzima PA2125, se estudid su

especificidad para tratar de conocer cual o cudles aldehidos pudieran ser sus sustratos

fisioldgicos. Empezamos ensayando a la betaina aldehido (BAL) debido a que PA2125 fue

anotada originalmente como una betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) y a que en su

contexto gendémico hay una enzima alcohol deshidrogenasa como en el de la enzima

PaBADH (PA5373), la cual estd bien caracterizada como una betaina aldehido

deshidrogenasa (Nagasawa et al., 1976; Velasco-Garcia et al., 2006). Asi mismo, se

80



ensayaron otros aminoaldehidos como el 4-N-trimetil-aminobutiraldehido (TMABAL), 4-
aminobutiraldehido (ABAL) y 3-aminopropionaldehido (APAL), todos sustratos de otras
enzimas ALDH que poseen actividad BADH (Diaz-Sénchez et al., 2012). Se evaluo
también la actividad enzimatica con furfural debido al resultado obtenido con los
alineamientos multiples en los que encontramos una ALDH de P. putida (PsfA) que
presenta un 47 % de identidad de secuencia de aminoécidos con PA2125, lo que nos
indicaba que ambas enzimas pertenecen a la misma familia de enzimas de la superfamilia
de ALDHSs. Ademas, se hicieron ensayos de actividad enzimatica con BZAL y compuestos
derivados del BZAL porque, como se mencioné anteriormente, también encontramos en
estos estudios una enzima que pertenece a la misma familia ALDH que PA2125 y que
parece usar como sustrato al gentisaldehido, compuesto que no se usé porque no se contd
con el reactivo. Para comparar los datos de velocidad obtenidos con todos estos sustratos y
poder estimar su relevancia fisioldgica, todos los ensayos enziméticos se realizaron a
concentraciones de los aldehidos 2 mM y de NAD* de 0.6 mM, que es la concentracion
intracelular de este cofactor estimada en de E. coli (Zhou et al.,, 2011) y muy
probablemente cercana a la que existe en P. aeruginosa. Los resultados obtenidos en estos

ensayos de actividad se muestran en la Figura 15.
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Propanal 0.0
2-Hidroxipropanal (lactaldehido) 0.0
Betaina aldehido 0.0
3-Aminopropionaldehido 0.0
4-Aminobutiraldehido 0.0
4-Trimetilamoniobutiraldehido 0.0
Furfural | 0.05
3-Fenilprop-2-enal (cinamaldehido) I 0.13
Benzaldehido 1 O
*2-Hidroxibenzaldehido (salicilaldehido) 5 7
2-Metoxibenzaldehido 0.0
3-Metoxibenzaldehido I 1.8
3-Nitrobenzaldehido IEEEEEEEEEEGEEEEEEES 9 S
4-Nitrobenzaldehido GGG |

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10,0 12.0
Actividad especifica (U/mg)

Figura 15. Actividad de la enzima PA2125 con diversos aldehidos a concentracion
fisiolégica de NAD®*. Las velocidades iniciales se determinaron a una
concentracion de enzima de 20 pg/mL, del aldehido 2 mM, y de NAD* 0.6 mM.
Usando el ensayo descrito en la seccion de Materiales y métodos. *EIl ensayo con
salicilaldehido se llevé a cabo a una concentracion del aldehido de 600 uM. Los
valores son el promedio de los valores experimentales obtenidos y las barras
verticales indican la desviacion estandar del valor promedio de los datos de

velocidad inicial de dos experimentos.

Como puede observarse, la enzima PA2125 no presento actividad con aldehidos alifaticos
ni con aminoaldehidos. Si presentd actividad con furfural, 3-fenilprop-2-enal
(cinamaldehido), aunque muy baja en estos dos casos, BZAL y compuestos sustituidos de
BZAL. Bajo estas condiciones experimentales el mejor sustrato fue el 3-nitrobenzaldehido
(3-NITROBZAL), seguido muy de cerca por el 4-nitrobenzaldehido (4-NITROBZAL) vy el

salicilaldehido (SAAL; 2-hidroxibenzaldehido).
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V1.7 Pardmetros cinéticos aparentes para benzaldehido y derivados
Para poder evaluar con mayor certeza cuél de todos los aldehidos que presentaron mayor
actividad seria preferido por la enzima, se realizaron cinéticas de saturacion usando a
NAD™ como cofactor a una concentracion fija de 0.6 mM. Cuando se realiza una curva de
saturacion variando la concentracion de un sustrato pero manteniendo constante la
concentracion del otro sustrato, los parametros cinéticos obtenidos apV, apKm, apkcat y
apkcat / Km dependen de la concentracion del sustrato cuya concentracion permanezca
constante, por lo que se les denomina pardmetros cinéticos aparentes. Las curvas de
saturacion obtenidas se muestran en la Figura 16 y los pardmetros cinéticos aparentes
estimados a partir de los datos de velocidad inicial se incluyen en la Tabla 4. En base a las
constantes de especificidad (apkeat /Km) aparentes, proponemos cuél es el mejor sustrato

aldehido a la concentracion de NAD" fisioldgica.
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Figura 16. Cinéticas de saturacién de la enzima PA2125 con los aldehidos como sustrato
variable. (A) Benzaldehido (BZAL), (B) 4-metoxibenzaldehido (4-
METOXIBZAL), (C) 3-nitrobenzaldehido (3-NITROBZAL), (D) 4-
nitrobenzaldehido (4-NITROBZAL) y (E) salicilaldehido (SAAL) como
sustratos variables dejando la concentracion de NAD" constante a 600 uM. En

las graficas, los puntos son el promedio de los valores experimentales obtenidos
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y las barras verticales indican la desviacion estandar del valor promedio de los
datos de velocidad inicial de dos experimentos. Las lineas trazadas son las
calculadas a partir del mejor ajuste global de estos datos a la Ecuacion 6

mediante regresion no lineal.

Tabla 4. Parametros cinéticos aparentes de la enzima PA2125 obtenidos con
benzaldehido y aldehidos derivados. La concentracién de NAD* se mantuvo
constante a 0.6 mM. Los valores de los parametros cinéticos se obtuvieron por el
ajuste de los datos experimentales mostrados en la Figura 16. El simbolo +

indica el error (desviacidn estandar) de los valores estimados.

Sustrato variable apkn apv-l 1 APk apk3.;atll_<1m 1
(UM) (umol.min~.mg™) (s (1x10° M™s™)
BZAL 2,047 + 114 105+0.2 9.0 4.4
4-METOXIBZAL 1,284 + 63 3.1+00 2.7 2.1
3-NITROBZAL 368 + 23 11.1+0.2 9.5 25.8
4-NITROBZAL 277 £11 6.9+0.1 5.9 21.3
SAAL 559 + 43 11.1+£05 9.8 17.5

De acuerdo con los valores aparentes de apkcat /Km dados en la Tabla 4, se confirma que a
una concentracion fisiologica del cofactor 3-NITROBZAL y 4-NITROBZAL son los
mejores sustratos para PA2125, seguidos por SAAL con valores de apkcat /Km cercanos, y
por ultimo BZAL y 4-METOXIBZAL, este tltimo con un valor de apkcat /Km un orden de
magnitud por debajo del estimado para 3-NITROBZAL. Estos datos nos estan indicando
que la enzima prefiere sustratos aldehidos aromaticos sustituidos con grupos polares.

Igualmente, para determinar cual era el cofactor preferido por la enzima PA2125 se
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hicieron cinéticas de saturacion por NAD* y NADP* a una concentracion fija de 10 mM de

BZAL. Los resultados se muestran en la Figura 15 y en la Tabla 5.

12‘A 3.0—B

Actividad especifica (U/mg)

Actividad especifica (U/mg)

T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1,000 1,200 0 200 400 600 800 1,000 1,200

[NAD] (uM) [NADP’] (uM)

Figura 17. Cinéticas de saturacion de la enzima PA2125 con NAD(P)* . NAD" (A),
NADP* (B), como sustratos variables dejando la concentracion de BZAL
constante a 10 mM. En las graficas, los puntos son el promedio de los valores de
velocidad inicial obtenidos experimentalmente; las barras verticales indican la
desviacion estandar del valor promedio de estos datos experimentales. Las lineas
trazadas son las calculadas a partir del mejor ajuste global de los datos a la

Ecuacion 6 mediante regresion no lineal.

Tabla 5. Parametros cinéticos aparentes de la enzima PA2125 obtenidos con NAD* y
NADP*. Los valores de los parametros cinéticos se obtuvieron por el ajuste de
los datos experimentales mostrados en Figura 15. El simbolo + indica el error

(desviacion estandar) de los valores estimados.

. apKm apV apkKeat apkeat/Km
Sustrato variable (M) (umol.mint.mg%) (s (1x 10° M s
NAD™ 78+ 7 11.4+0.2 9.8 1.2
NADP* 215+ 15 34+0.1 2.8 0.13
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En cuanto a la especificidad de la enzima por el cofactor, los valores de apkcat/Km incluidos
en la Tabla 5 indican que el NAD" es mucho mejor sustrato que NADP™, con un valor de
apkeat/Km'VAP* diez veces superior al valor de apkea/Km“AP*. ElI mecanismo cinético de la
enzima PA2125 se investigd determinando los patrones de velocidad inicial de las

reacciones NAD*- y NADP*-dependientes con BZAL como sustrato.

V1.8 Mecanismo cinético de pa2125 usando benzaldehido como sustrato
El mecanismo cinético de la enzima PA2125 se investigé determinando los patrones de
velocidad inicial de las reacciones NAD*- y NADP*-dependientes con BZAL como sustrato
(Figura 18). La concentracion del aldehido se vari6 de 1 a 10 mM, y la concentracion de
NAD™ se varid en un intervalo de 0 a 1,200 uM. Cuando los datos se grafican como dobles
reciprocos con NAD™ como sustrato variable y BZAL como fijo variable se puede observar
que las lineas se cruzan a la izquierda del eje de ordenadas y debajo del eje de abscisas, es
decir en el tercer cuadrante, lo que indica que el mecanismo cinético es secuencial, como se
ha descrito para la mayor parte de las ALDHs cuyo mecanismo cinético ha sido estudiado
(Feldman y Weiner, 1972; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993; Figueroa-Soto y
Valenzuela-Soto, 2000). Los datos obtenidos se ajustaron bien a la ecuacion
correspondiente a un mecanismo cinético Bi Bi ordenado en estado estacionario (Ecuacion
7) en el que consideramos que NAD™ es el primer sustrato que se une a la enzima seguido
por el aldehido, igualmente como se ha descrito para otras ALDHs (Feldman y Weiner,
1972; Valenzuela-Soto y Mufoz-Clares, 1993; Velasco-Garcia et al.,, 2000). Los
parametros cinéticos estimados se dan en la Tabla 6. En el patron de velocidad inicial las

lineas se cruzan en el tercer cuadrante debido a que la constante de disociacion para NAD™
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del complejo E-NAD* (Kia) es menor que la KmNAP* Aunque con sélo dos lineas, igual

comportamiento se observa en el caso del NADP™* (Figura 18), por lo que pensamos que el

mecanismo cinético es igual con cualquiera de los dos cofactores.
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Figura 18. Patrones de velocidad inicial de la reaccién de la enzima PA2125 con BZAL.

A. Gréficas directas de la reaccion NAD*-dependiente. B. Gréaficas de dobles
reciprocos correspondientes. La coenzima NAD™ se varié en el intervalo de 10 a
600 uM a las concentraciones fijas variables de BZAL: 1 (¥); 2 (&), 5 (*)y 10
mM (®); C. Graficas directas de la reaccion NADP*-dependiente. D. Graficas
de dobles reciprocos correspondientes. La coenzima NADP* se varié en el
intervalo de 20 a 600 uM a las concentraciones fijas variables de BZAL: 1 (*)y
10 (™) mM. En las gréficas directas, los puntos son el promedio de los valores
de velocidad inicial obtenidos experimentalmente; las barras verticales indican la

desviacidon estandar del valor promedio de estos datos experimentales. Las lineas
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trazadas son las calculadas a partir del mejor ajuste global de estos datos a la

Ecuacion 8 mediante regresion no lineal.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la enzima PA2125 obtenidos con BZAL como sustrato.
Los valores de los parametros cinéticos se obtuvieron por el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 16. El simbolo + indica el error

(desviacion estandar) de los valores estimados.

Valor estimado

Parametro cinético

NAD* NADP*
V (umol.mint.mg?) 271 48+0.2
Keat 5% 23.4 4.1

Kia (1M) 5.0+3.0 107 + 29

K VPP (M) 198 + 14 265 + 23

K BZAL (mM) 13.4+0.7 40+0.3
Keat | Kin VAP (M1 ) 1.18 x 10° 1.54 x 10°*
Keat / Km BZAL (M2 7)) 1.75 x 10° 1.01 x 103

V1.9 Cinética rapida
Para determinar cudl es el paso limitante de la reaccion catalizada por la enzima PA2125,
ya sea de la etapa de acilacion o de desacilacion, y para entender asi mejor los resultados de
cinética de estado estacionario sobre la especificidad por sustrato de esta enzima, se
llevaron a cabo ensayos de cinética rapida en un equipo de flujo detenido. Se usaron

aquellos aldehidos con los que PA2125 presentd mayor actividad: BZAL (10 mM), 4-
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METOXIBZAL (10 mM), 3-NITROBZAL (5 mM) y 4-NITROBZAL (3 mM), todos ellos
a concentraciones saturantes, y como cofactor NAD" a la concentraciéon de 0.6 mM; la
concentracion de sitios activos de la enzima PA2125 fue de 15.8 puM. Los cursos
temporales obtenidos se muestran en la Figura 19, y los parametros cinéticos estimados por

medio de un ajuste de los datos a la Ecuacion 8 se incluyen en la Tabla 7.
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Figura 19. Cursos temporales de la actividad de la enzima PA2125 en ensayos de cinética
rapida. BZAL 10 mM (linea roja), 3-NITROBZAL 5 mM (linea verde), 4-
NITROBZAL 3 mM (linea amarilla) y 4-METOXIBZAL 10 mM (linea azul).
En la gréfica, los puntos son el promedio de los valores experimentales
obtenidos en 5 ensayos; las lineas trazadas en color son las calculadas a partir del

mejor ajuste global de estos datos a la Ecuacién 8 mediante regresion no lineal.

Se observd un estallido (“burst”) en la produccion de NADH durante el primer ciclo
catalitico con los cuatro aldehidos ensayados (Figura 19). Los aldehidos BZAL, y 4-
NITROBZAL presentan valores de amplitud de este estallido (Aourst) Similares entre si, y
muy cercanos al valor de concentracion de sitios activos de PA2125, lo que nos indica que
para estos sustratos la desacilacion es mucho mas lenta que la acilacion.
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Tabla 7. Parametros cinéticos del estado pre-estacionario de la enzima PA2125. Los
valores de los parametros cinéticos se obtuvieron por el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 19. Las concentraciones fueron
saturantes: BZAL (10 mM); 4-METOXIBZAL (10 mM); 3-NITROBZAL (5
mM); 4-NITROBZAL (3 mM); NAD* (0.6 mM). El simbolo * indica el error

(desviacion estandar) de los valores estimados.

Sustrato éfK;IS; izg?lr;t (umol.rr\ll iS;'l.mg'l) a(Fs)!<1c)at

BZAL 15.18 +£0.03 39.1+£0.3 5.6 4.8
4-METOXIBZAL 5.15 £0.01 304 +£0.2 14 1.2
3-NITROBZAL 3.90 £0.02 185 £0.2 6.4 5.5
4-NITROBZAL 17.40 £0.02 436 £0.3 2.0 1.7

Los valores de las constantes de velocidad kourst para estos dos aldehidos son mayores que
los valores de Kourst para 4-METOXIBZAL y para 3-NITROBZAL (Tabla 7) indicando que
la acilacion es mas rapida con estos dos sustratos. También se observa que un grupo nitro (-
NO.) o metoxi (-OCHz) en la posicion 4 del anillo aromatico del BZAL disminuye la
velocidad del estado estacionario, que corresponde a la etapa de desacilacion, cuando se la
compara con la obtenida con BZAL o con 3-NITROBZAL. Estos resultados se discutiran
en funcion de la naturaleza quimica del grupo sustituyente y de su posible posicién en el
sitio activo de la enzima sugerida en los experimentos de acoplamiento molecular cuyos

resultados se describen mas adelante.
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V1.10 Modelo por homologia de la estructura tridimensional de la enzima
PA2125
Para modelar por homologia la estructura tridimensional de la proteina PA2125 se busco la
estructura cristalografica mas adecuada para usarse como molde mediante los programas
Turingen's suit (Soding et al., 2005), HHpred (S6ding, 2005) y HHsensor (Sdding et al.,
2006), como se describié en la seccion de Métodos. Con ambos programas obtuvimos
practicamente los mismos resultados de posibles moldes a usar. Teniendo en cuenta la
integridad y el INDEX (Anexo 5) podrian usarse como moldes las estructuras de las
enzimas: betaina aldehido deshidrogenasa de Staphylococcus aureus (SaBADH; CDD
NCBI: cd07119)) de la que se seleccionaron las estructuras con cddigos PDB 4QTO,
4MPB, 4Q92, 4ZWL, una aldehido deshidrogenasa de Zea mays (de la que se han
reportado dos estructuras con codigos PDBS RF2C, y RF2F; CDD NCBI: cl11961), una
aldehido deshidrogenasa de Burkholderia cenopacia (PDB 4YWE; CDD NCBI: cd07109)
y la aldehido deshidrogenasa de Brucella melitensis biovar abortus 2308 (cddigo PDB
3EK1; CDD NCBI: cd07103). EI método Rd.HMM (Humphrey et al., 1996) se utilizé para
medir la habilidad (fitness) de estos posibles moldes para recuperar la secuencia de
aminoacidos de PA2125 encontrandose que, con la excepcion del PDB 3EK1, todos ellos
podian hacerlo con significacion estadistica (bajo E-value) y puntuacion HMM significativa
positiva y cercana al 30% de la longitud de la secuencia proteica. De acuerdo con las
puntuaciones Rd.HMM, ninguno de los moldes era perfecto para la secuencia de
aminoacidos de PA2125, como se esperaba, pero el de mayor probabilidad de producir
buenos modelos fue el PDB 4QTO, que por ello fue con el que se siguieron los
procedimientos de modelado y dindmica molecular descritos en Métodos para obtener el

modelo de la PA2125. Después de aproximadamente 10 ns de simulacion de dinamica
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molecular, el RMSD vy el radio de giro del modelo alcanzaron una meseta y mostraron
principalmente fluctuaciones estocasticas. Los ultimos 5 ns de la trayectoria se agruparon
usando usando clustering jerarquico para producir 6 grupos de cada uno de los cuales se
extrajo un representante cuya geometria se optimizo y se calificé con Rd.HMM.

Dos de los representantes de los 6 grupos fueron capaces de recuperar la secuencia de
PA2125 de la base de datos de secuencias no redundantes (NR) del NCBI como la primera
primera opcion, y el puntaje HMM (315) indicaba que se recuperaba el 65% de la secuencia
de aminodcidos de la proteina PA2125, que es de 481 aminoacidos (Anexo 6). Por
consiguiente, la estructura tridimensional predicha en el modelo por homologia obtenido
para PA2125 y mostrado en las Figuras 20 y 21, aunque no es tan precisa como la
estructura tridimensional que se obtiene por cristalografia experimentalmente, es altamente
confiable, es decir, tiene una alta probabilidad de representar la estructura nativa de esta
proteina. La mejora adicional de la prediccion esta limitada actualmente por el sesgo en el

enfoque de campo de fuerza mecanica clésica y el coste computacional de simulaciones

MD més largas para un sistema del tamafio del tetrdmero de PA2125.
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Figura 20. Mondmero del modelo por homologia obtenido para la enzima PA2125. (A).
Representacion del plegamiento y elementos de la estructura secundaria del
mondmero mostrando como lazos el dominio de catalitico (rojo), el dominio de
unién al cofactor (azul) y el dominio de oligomerizacion (amarillo). (B).
Comparacion de la subunidad B del modelo por homologia (color verde) con la
subunidad B de la estructura cristalografica usada como molde (SaBADH,;

cédigo PDB 4QTO (color cian). Imagenes creadas con Pymol

(https://pymol.org/2/).
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Subunidad C

Subunidad A Subunidad B

Figura 21. Dimero y tetrdmero del modelo por homologia obtenido para PA2125. (A).
Representacion del plegamiento y elementos de la estructura secundaria de los
dos dimeros del tetrdmero mostrando como lazos la subunidad A (verde), la
subunidad B (cian), la subunidad C (violeta), y la subunidad D (amarillo); el
dimero formado por subunidades C y D se gir6 90° con respecto al dimero
formado por subunidades A y B. (B). Dimeros del modelo por homologia
sobrepuesto con los dimeros de la enzima SaBADH con codigo PDB 4QTO. (C)
Tetramero de modelo por homologia de PA2125. (D) Superposicion del
tetramero de PA2125 con el tetramero del molde PDB 4QTO. Imagenes creadas

en Pymol (https://pymol.org/2/).

La estructura del modelo por homologia de la enzima PA2125 mostrd a la cisteina catalitica
(Cys282) en la conformacion llamada de ataque, al Glu catalitico (Glu248) en la
conformacion “adentro” (Gonzalez-Segura et al., 2009) y a la asparagina catalitica

(Asn149) en la posicion encontrada hasta ahora en todas las estructuras cristalogréaficas, que
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es la que le permite formar la cavidad del oxianién junto con el nitrégeno amidico de la
Cys282. Estos tres residuos estdn conservados en todas las enzimas que pertenecen a las
familias de las ALDHs hidroliticas, incluida la de la PA2125 con ¢d07120 (Figura 7. Con
este modelo por homologia se confirmé la peculiaridad de las enzimas de esta familia de no
tener residuos aromaticos en posiciones del sitio activo donde las enzimas de otras muchas
familias los poseen, lo que habiamos encontrado por alineamiento de secuencias de
aminoacidos y descrito anteriormente (Figura 7). En el caso de la PA2125, estos residuos
son la Ser150, que esta en lugar de una tirosina o fenilalanina existente en la mayoria de las
ALDHs, la Arg157, que ocupa la posicion equivalente a un residuo de triptéfano en muchas
de las ALDHs, y el Glu449, que corresponde a una fenilanina en la mayoria de las ALDHs
conocidas, aunque en algunas otras hay un triptéfano o una histidina (Riveros-Rosas et al.,
2013). En la posicion 281 de PA2125 hay un residuo de fenilalanina, que esta conservado
en la mayoria de las enzimas que forman la familia cd07120. Este residuo podria participar
en determinar la especificidad por aldehidos arométicos, como los acoplamientos
moleculares indicaron . La disposicion de todos estos residuos en el sitio activo se muestra
en la Figura 22, comparando con los residuos aromaticos que estan en las posiciones

equivalentes en la estructura cristalografica usada como molde.
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Figura 22. Sitio activo del modelo por homologia obtenido para la enzima PA2125. (A).

Se muestran las cadenas laterales de los residuos del sitio activo de la subunidad
B del modelo por homologia de PA2125. (B) Cadenas laterales de los residuos
equivalentes del sitio activo de la subunidad B de la estructura cristalografica
4QTO de la enzima SaBADH usada como molde (cian). En el modelo de
PA2125 la Cys282 catalitica estd en la conformacion “de ataque”, y el Glu248
catalitico en la conformacion “adentro”; en la estructura 4QTO, la Cys289
catalitica estd en las dos conformaciones ‘“ataque” y “descanso” (ambas
conformaciones formando un disulfuro mixto con el 3-mercaptoetanol, el que no
se muestra para simplificar la imagen), y el Glu255 catalitico en las
conformaciones “adentro” e “intermedia”. En esta figura se muestra ademas la
posicion de los residuos que conforman la caja de aromaticos presente en la
estructura molde (Tyrl58, Trpl65 y Trp456) y que en PA2125 son Serl50,
Argl57 y Glu449. En el panel (A) se muestran en lineas discontinuas los puentes
de hidrégeno entre los residuos Argl57 y Glu248, y entre Argl57 y Glu449. Los
residuos de aminoacidos se muestran como varillas coloreadas por atomos
(carbonos en verde en el modelo de PA2125 y en cian en el molde 4QTO,
nitrogenos en azul, oxigenos en rojo, azufres en amarillo). Imagen creada con

Pymol (https://pymol.org/2/).
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En las enzimas con actividad BADH, o aminoaldehido deshidrogenasas, los residuos
aromaticos forman una “caja de aromaticos” que participa en la union del sustrato aldehido
en el sitio activo mediante interacciones n-cation con el grupo de amonio cuaternario o
amino. En el caso de otras enzimas ALDHs que oxidan a aldehidos arométicos, como la
benzaldehido deshidrogenasa de P. putida ATCC 12633 (CDD NCBI: ¢d07087), que es la
Unica benzaldehido deshidrogenasa cristalizada a la fecha, estos residuos corresponden a
Tyrl43, Thr149 y Phe453 (PDB 5UCD; Zahniser et al., 2017), de los cuales el residuo de
tirosina y el de fenilalanina unen al anillo aromético del benzaldehido por medio de
interacciones n-stacking. El tipo de interacciones que puedan hacer la Ser150, R157 y E449
con los mejores sustratos aldehidos que hemos encontrado en este estudio, lo investigamos
por medio de experimentos de acoplamiento molecular (“docking”) que se describen mas
adelante.

En cuanto al sitio de unién a la coenzima (Figura 23), el modelo por homologia de PA2125
muestra que el residuo de glicina (Gly175), que en los alineamientos se habia mostrado que
era el equivalente al residuo glutamico (Glul95) en HsALDH2, efectivamente ocupa la
posicion equivalente a este residuo (Glul83 en la estructura molde de la SaBADH), y, que
por ser una glicina no puede interaccionar con la ribosa de la adenosina , como si lo hace el
residuo de glutamico en esta posicion en otras enzimas. Se sabe que ésta es la posicién que
en gran parte determina la especificidad por NAD" o NADP* (Gonzélez-Segura et al.,
2013). En el caso de la PA2125, la presencia de un residuo pequefio sin carga es consistente
con el uso tanto de NAD™ como de NADP™, lo que concuerda con los datos experimentales
descritos anteriormente, aunque la enzima prefiere al NAD* por razones no aparentes a

simple vista.
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Para inferir las posibles interacciones del sitio de unién al cofactor con el NAD(P)*
superpusimos el modelo por homologia de la enzima PA2125 con la estructura
cristalografica de la enzima SaBADH en complejo con NAD* (cédigo PDB 4NEA), asi
como con la estructura cristalografica de la enzima benzaldehido deshidrogenasa de P.
putida ATCC 12633 en complejo con NADP* (codigo PDB 5UCD) (Figura 23), Los
residuos que hacen interacciones importantes con el cofactor en la SaBADH (Trp156,
Lys172 y Glu390) estan conservados en la PA2125 (Trpl48, Lys180, y Glu383,
respectivamente) y estos podrian hacer las mismas interacciones que estan haciendo en la
enzima SaBADH. La diferencia importante es que la PA2125 tiene la Gly175 en lugar del
Glul83 de la SaBADH, y por tanto no puede hacer el puente de hidrogeno que el grupo
carboxilo de la cadena lateral de este residuo hace con el 2°-OH de la ribosa de la adenosina
del NAD". Esto puede explicar la relativamente baja afinidad de la PA2125 por este
cofactor. En el caso de la union del NADP", la benzaldehido deshidrogenasa posee
igualmente los residuos clave para unir al cofactor (Phell9, Lys143 y Glu337) y en la
posicion del Glul79 (numeracién de HsALDH?2) posee Glul46. El que la PA2125 una al
NADP™ se debe a que no existen impedimentos estéricos con el residuo de glicina (Gly175)
y el grupo 2"-fosfato de la ribosa de la adenosina del NADP™. Por tanto, segin el modelo
por homologia de la PA2125, tanto el NAD* como el NADP™ pueden unirse bien al sitio de
unién al cofactor; sin embargo este modelo no logra explicar por qué la enzima PA2125

presenta mayor afinidad por NAD* que por NADP*,
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Figura 23. Sitio de unién de la coenzima del modelo por homologia de la enzima

PA2125. (A) Superposicion del modelo por homologia de PA2125 (atomos de
carbono coloreados en verde) con la estructura cristalografica de la enzima
SaBADH (atomos de carbono coloreados cian) con NAD™ unido (c6digo PDB
4ANEA). (B) Superposicion del modelo por homologia de PA2125 (4tomos de
carbono coloreados en verde) con la estructura cristalografica de la enzima
benzaldehido deshidrogenasa de P. putida (d&tomos de carbono coloreados en
rosa) con NADP* unido (cédigo PDB 5UCD). Los puentes de hidrogeno se
muestran como lineas discontinuas. Las cadenas laterales de los aminoacidos
estan dibujadas como varillas coloreadas por tipo de atomo (oxigenos en rojo,
nitrégenos en azul) y las cadenas principales como lazos. Los carbonos de los
cofactores se muestran en color negro, fésforos en naranja, oxigenos en rojo y

nitroégenos en azul.

V1.11 Acoplamiento molecular de los posibles sustratos aldehidos en el sitio

activo de la enzima PA2125

Usando el modelo por homologia obtenido para PA2125 tratamos de establecer las

caracteristicas estructurales de la enzima que determinan que unos aldehidos sean sustratos
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y otros no, y de esta forma explicar los resultados de cinética enzimatica. Para ello, se
hicieron acoplamientos moleculares con los diferentes aldehidos probados en esta tesis. De
los resultados obtenidos, se seleccionaron aquellos modos de unidn que eran consistentes con lo
reportado en la literatura sobre el mecanismo quimico de las ALDHSs (revisado en Mufioz-
Clares et al., 2010 y Mufioz-Clares et al., 2011) en el que el oxigeno del aldehido debe estar a
distancia de puente de hidrogeno del nitrdgeno amidico de la cadena principal de la Cys282 y
del nitrégeno amidico de la cadena lateral de la Asnl49 catalitica (en ambos residuos,
numeracion de la PA2125), los cuales forman la cavidad del oxianion. Asi mismo, el carbono
del carbonilo debe estar cercano al azufre del gupo tiol de la cisteina catalitica para que se
pueda realizar el ataque nucleofilico por parte de este Gltimo. En todos los casos de
acoplamiento molecular se cumplieron estos requisitos. Los resultados de los acoplamientos
moleculares con cada uno de los aldehidos se encuentran en el Anexo 7.

En los acoplamientos moleculares realizados para los aldehidos aromaticos que si presentaron
actividad como fueron BZAL (Figura 24A), 4-METOXIBZAL (Figura 21B), SAAL
(Figura21C y D), 3-NITROBZAL (Figura24E), 4- NITROBZAL (Figura 24F), furfural (Figura
24G) cinamaldehido (Figura 24H) encontramos que todos ellos se estabilizan en el sitio activo
de PA2125 por medio de interacciones de tipo m-stacking entre el anillo aromatico del aldehido
y la cadena lateral de Phe281.

Se analizaron dos modos de union del SAAL en el sitio activo de PA2125. El SAAL, ademas
de las interacciones antes mencionadas, podria estar unido por un puente de hidrégeno entre el
grupo OH del anillo aromatico del SAAL vy la cadena lateral de la Ser150 (Figura 24C). Otra
forma de union del SAAL en el sitio activo de PA2125 permitiria la formacion de un puente de
hidrogeno entre el grupo -OH del anillo aromatico con la cadena lateral del Glu449 (Figura

24D.
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Figura 24. Acoplamiento molecular (“docking”) de aldehidos aromaticos en el sitio
activo de la enzima PA2125. (A) BZAL (modo de unién 7), (B) 4-
METOXIBZAL (modo de unién 2), (C) y (D) SAAL (modos de unién 3y 4),
(E) 3-NITROBZAL (modo de union 8), (F) 4-NITROBZAL (modo de union 1),
(G) furfural (modo de union 5) y (H) cinamaldehido (modo de unién 1). Se
muestra la posicion méas favorable para cada aldehido dada por el programa y los
residuos posiblemente involucrados en la unién de estos aldehidos en el sitio
activo. Ademas, se muestran los puentes de hidrégeno (lineas punteadas negras)
entre el oxigeno del grupo carbonilo con el nitrégeno amidico de la cadena

lateral de la Asn149 y el nitrogeno amidico de la cadena principal de la Cys282
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cataliticas. El aldehido se muestra en varillas coloreada por tipo de atomo (color
de carbonos en negro, nitrdgenos en azul, oxigenos en rojo, hidrogenos en
blanco). Para los residuos de aminoacidos de la enzima PA2125 los carbonos se
muestran en verde, nitrégenos en azul, oxigenos en rojo, hidrégenos en blanco y
azufres en amarillo. Las distancias de los puentes de hidrdégeno estan en

angstroms.

El acoplamiento de 3-NITROBZAL (Figura 24E) indica que el grupo nitro por estar en la
posicion meta con respecto al carbonilo en el anillo aromatico interactda con la cadena lateral
de Argl57 atrayéndose electrostaticamente, lo cual contribuye a la union del aldehido en el
sitio activo.

En el caso del 4-NITROBZAL (Figura 24F) pareciera que el grupo NO2 también interactuara
con la cadena lateral de la Argl157.

El furfural tiene un anillo aroméatico méas pequefio que el del BZAL, sin embargo, se puede
observar en el acoplamiento molecular (Figura 24G) las interacciones de tipo m-stacking
entre el anillo aromatico del furfural y la cadena lateral del residuo Phe281.

El acoplamiento con cinamaldehido (Figura 24H) muestra que su anillo aromatico estaria
demasiado alejado de la cadena lateral del residuo F281 para establecer interacciones de
tipo m-stacking. No obstante se puede ver del acoplamiento que se podria unir muy bien a la

cisteina catalitica (Cys282).
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Figura 25. Acoplamiento molecular (“docking”) de TMABAL y 2-hidroxibenzaldehido en el
sitio activo de la enzima PA2125. (A) TMABAL (modo de union 3), (B) 2-
hidroxibenzaldehido (modo de union 10), (C) BAL (modo de unién 3) y (D)
lactaldehido (modo de unién 1). Se muestran las posiciones mas favorables
dadas por el programa y los residuos posiblemente involucrados en la union de
estos aldehidos en el sitio activo. Ademas, se muestran los puentes de hidrégeno
(lineas punteadas negras) entre el oxigeno del grupo carbonilo con el nitrogeno
amidico de la cadena lateral de la Asn149 y el nitrégeno amidico de la cadena
principal de la Cys282 cataliticas. También se muestran interacciones

electrostaticas entre grupo trimetilamonio (de BAL y TMABAL) y los oxigenos
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del grupo carboxilo de la cadena lateral del Glu449, asi como los puentes de
hidrégeno entre grupo 2-OH de lactaldehido y las cadenas laterales de la Arg157
y el Glu449. El aldehido se muestra en varillas coloreada por tipo de atomo
(color de carbonos en negro, nitrogenos en azul, oxigenos en rojo, hidrdégenos en
blanco). Para los residuos de aminoacidos de la enzima PA2125 los carbonos se
muestran en verde, nitrdgenos en azul, oxigenos en rojo, hidrogenos en blanco y

azufres en amarillo. Las distancias estdn en angstroms.

La enzima PA2125 no presentd actividad con propanal, lactaldehido, BAL, APAL, ABAL y
TMABAL. Se llevd a cabo acoplamientos entre el modelo por homologia de PA2125 vy el
TMABAL (Figura 25A), 2-METOXIBZAL (Figura 25B;), BAL (Figura 25C) y lactaldehido
(Figura 25D), para tratar de determinar las causas posibles del por qué la enzima no presenta
actividad con estos sustratos. Se presume de acuerdo con estos acoplamiento que tanto el
TMABAL como betaina aldehido (BAL) interactian fuertemente en el sitio activo atrayéndose
a través de fuerzas electrostaticas entre el grupo trimetilamonio del aldehido y la cadena lateral
del residuo Glu449, pero a su vez existirian repulsiones electrostaticas entre el grupo
trimetilamonio y la cadena lateral de la Arg157,como se puede ver en el acoplamiento (Figuras
25A 'y 25C) lo cual explicaria porque PA2125 no presenta actividad con estos compuestos.. Se
puede observar en el caso de 2-METOXIBZAL (Figura 25B) en el que el oxigeno carbonilico
del compuesto interacta tanto con la Asn149 como con la cisteina, por lo cual el modelo y los
acoplamientos no permiten dar explicacion al hecho de que la enzima no presente actividad con
estos compuestos.. Finalmente, el acoplamiento con lactaldehido mostré que el grupo 2-OH
interactUa a través de puentes de hidrégeno con el oxigeno del grupo carbonilo de la cadena
lateral del Glu449 y con la cadena lateral de la Arg157, razon por la cual tampoco permite que

el carbono carbonilico del aldehido llegue a acercarse a la cisteina catalitica como para formar
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un enlace covalente y esto si nos ayudaria a explicar el hecho de que la enzima PA2125 no

presento actividad con lactaldehido.

VIl DISCUSION DE RESULTADOS

VI1.1 Papel fisiologico de la PA2125
La enzima PA2125 es una ALDH que no habia sido caracterizada hasta la fecha, ni
funcional ni estructuralmente, aunque en el genoma de P. aeruginosa el gen pa2125 habia
sido anotado como que codificaba para una BADH, lo que sugeria que PA2125 pudiese
oxidar a BAL formando glicina betaina y participar en la degradacién de colina, al igual
que hace la PaBADH (PA5373) supliendo a ésta en el caso de estar inactiva. La PaBADH
esta codificada por el gen betB que forma parte del operdn betIBA junto con el gen betA
(que codifica a una colina deshidrogenasa) y el gen betl (que codifica a un represor
transcripcional). La colina deshidrogenasa de P. aeruginosa (PA5372) oxida colina para
producir BAL, aldehido que es oxidado por la PaBADH para producir glicina betaina. La
colina deshidrogenasa pertenece a la familia de proteinas de dominio conservado
PRKO02106, que a su vez pertenece a la superfamilia glucosa-metanol-colina
oxidorreductasas C (GMC oxidorreductasas C) de dominio conservado cl27052. En el
contexto gendémico del gen pa2125 (Figura 24) se encuentra el gen pa2124 que codifica a
una deshidrogenasa perteneciente a la superfamilia GMC oxidorreductasas C. Ambos
genes, pa2l124 y pa2125, parecen formar un operon y es de suponerse que la enzima
PA2124 oxide a un alcohol y produzca el aldehido que es sustrato de la enzima PA2125.

Esto era un indicio mas para suponer que las enzimas PA2124 y PA2125 podrian suplir a
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las enzimas de P. aeruginosa colina deshidrogenasa (PA5372) y BADH (PA5373,;
PaBADH), respectivamente, y que estuvieran participando en una ruta catabolica alterna de
colina o de sintesis de glicina betaina, aunque no es muy frecuente que las bacterias posean
dos rutas para degradar el mismo compuesto. Por medio de alineamientos multiples
encontramos que PA2125 presenta una identidad del 34% con PA5373 (PaBADH) y
PA2124 tiene una identidad del 38% con PA5372 (colina deshidrogenasa), lo que indica
que estas enzimas no son de la misma familia, aunque si sean de la misma superfamilia, y
que por tanto sus sustratos podrian ser diferentes y participarian en rutas metabdlicas
diferentes. Esto se apoya, ademas, en que los residuos determinantes de especificidad de las
enzimas PA2125 y PA5373 son muy diferentes. La conclusion de que PA2125 no esta
participando en la ruta de degradacion de colina ni en la sintesis de glicina betaina se
confirmd experimentalmente porque PA2125 no presentd actividad con BAL y si con
aldehidos aromaticos derivados del BZAL.

Por otro lado, en el contexto gendmico de PA2125 hay otros dos genes que codifican
proteinas que podrian participar en una ruta metabdlica junto a PA2124 y PA2125. Una de
estas proteinas es PA2122, la que de acuerdo con el CDD NCBI pertenece a una familia,
cuyos miembros presentan las actividades poliquétido ciclasa/deshidrasa y transporte de
lipidos, dentro de la superfamilia cl14643. Esta superfamilia comprende proteinas que
presentan un sitio de unién a un ligando hidrofébico lo que concuerda con la preferencia de
la enzima PA2125 por aldehidos aromaticos encontrada en este trabajo. La enzima PA2122
podria formar el compuesto aromatico hidroxilado que usa PA2124 para oxidarlo al
aldehido sustrato de la ALDH PA2125.

Por lo anterior, en la base de datos MetaCyc (Caspi et al., 2017) buscamos rutas

metabolicas degradativas de bacterias en las que se produjeran como intermediarios los
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aldehidos arométicos que habiamos encontrado que eran sustratos de la PA2125 in vitro y
en las que, por tanto, esta enzima pudiera participar; estas rutas se muestran en el Esquema
6. No se encontrd ninguna para el 3-NITROBZAL ni siquiera una enzima anotada como 3-

NITROBZAL deshidrogenasa.

5
NADH H,0 NADH
NAD" N AD+ 2H+
Monooxigenasa Alcohol 4 nitro-
Pp-ntnA Nt 0x1dasa Pp-ntnD benzaldehido .
> N -

N*

O/ \ 0% \O deshidrogenasa
Pp-ntnC
4-nitrotolueno 4-nitrobenzil 4-nitrobenzaldehido 4-nitrobenzoato
alcohol
NADH H,0 NADH N AD+ 2N:+DH
NAD
Alcohol benzaldehldo
Mon00x1genasa deshidrogenasa deshidrogenasa
Pp-xylA Pp-xlyB Pp-ntnC; Pp-xlyC
Tolueno Benzil alcohol Benzaldehido Benzoato
C +
OH H,0 2H
o H0 Plruvato NAD NADH
OO D10x1gcndbd Isomerasa Hldratasa Sallcllaldehldo
(NahC) (NahD) aldolasa deshidrogenasa
(NahE) (NahF)
Salicilato
Naftaleno-1,2-diol 2-hidroxicromeno-2-carboxilato Salicilaldehido
(2)-O-hidroxibenzilideno-
piruvato
—» HO
D|ox1genasa D10x1genasa
(NolAc) (NolC)
Deicarboxﬂa;a Hldratasa Genmaldehldo
Deshldrogenasa Isomerasa aldolasa deshidrogenasa
OH OH NolB oH (NolD) (NolE) (NolF)
Acido 2-hidroxi- 2-naftol 1,2,6-trihidroxi- o 25 d1h1drox1bcnzaldchldo 2,5- d1h1drox1bcnzoato
1-naftoico naftaleno
(2)-O-hidroxibenzilideno-

piruvato

Esquema 6. Rutas metabdlicas en las que participan los aldehidos que in vitro son
sustratos de la PA2125. (A) Ruta de degradacion de 4-nitrotolueno en P. putida
(James y Williams, 1998; James et al., 2000); (B) Ruta de degradacion de
tolueno a benzoato en P. putida (Shaw y Harayama, 1990; Haigler y Spain,
1993; Inoue et al., 1995); (C). Ruta de degradacion de naftaleno en P. putida y P.
sp. (Barnsley, 1976); (D) Ruta de degradacion de naftaleno y acido 2-hidroxi-1-
naftoico via &cido gentisico en Burkholderi sp. BC1 (Chowdhury et al., 2014).
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Buscamos también los contextos gendmicos de genes que codifican a las ALDHs que
participan en estas rutas metabdlicas y se compararon con el del gen que codifica a la
PA2125. En el Esquema 6 y en la Figura 24 se puede observar que las rutas de degradacion
de 4-nitrobenceno y de benceno son iguales, asi como los contextos gendmicos, lo que
sugiere que la misma ALDH puede oxidar los dos aldehidos que se producen en estas rutas
(el 4-NITROBZAL y el BZAL). Por otro lado, el contexto gendmico de los genes que
participan en la ruta de degradaciéon de naftaleno, en la que se forma salicilaldehido (2-
hidroxibenzaldehido) es muy parecido al de la posible ruta de degradacién en la que se
produce gentisaldehido (2,5-hidroxibenzaldehido) (ver la Figura 8 de la seccion de
Resultados). Si bien las ALDHs de estas dos rutas pertenecen a familias diferentes
pareciera que ambas enzimas podrian usar a los dos sustratos. Hay que mencionar que los
genes de las rutas de degradacion de 4-nitrobenceno, benceno y tolueno estan en plasmidos
de la bacteria P. putida, mientras que los de la ruta de degradacion de naftaleno estan en el
DNA gendmico de esta bacteria. Debido a que el genoma de P. putida también posee el gen
de la una enzima ortéloga a PA2125 (con la que tiene un 99% de identidad) y esta en un
contexto gendémico idéntico, concluimos que esta Ultima enzima no es ni una salicilaldehido
deshidrogenasa ni una gentisaldehido deshidrogenasa, sino que tendrd el mismo sustrato
fisioldgico que la PA2125, sustrato aun desconocido. Esta conclusion ademas se apoya en
lo que se discute a continuacion. En la familia ALDH cd07120 a la que pertenece PA2125
existe una enzima ALDH de P. putida codificada por el gen psfA, la cual se le indujo su
transcripcion en presencia de furfuril alcohol, furfural y acido furoico, por lo cual se le
presumio actividad furfural deshidrogenasa (Nichols y Mertens, 2008). Nuestros resultados

de actividad con furfural como sustrato y de los analisis de conservacion de residuos del
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la PA2125.

[ 4 CEES—

PA2122 PA2123 PA2124 PA2125
Pseudomonas aerugimosa PAO1
PA2122: Policétido ciclasa/deshidratasa; superfamilia ¢l14643; familia pfam10604; PA2123: regul. transc.
LysR: superfamilia c]128285; familia cd08422; PA2124: GMC oxidoreductasa; superfamilia c127052; familia
pfam00732; PA2125: ALDEHIDO DESHIDROGENASA: familia ¢d07120.

> D >Emp
AAC38358.1 AAC38357.1 AAC38359.1 AAC38360.1 AAC3860
ntn'W ntnC ntnMA ntnA ntnD

Pseudomonas sp. TW3

AAC38358.1: alcohol deshidrogenasa; superfamilia cl16912; AAC38357.1: 4-NITROBENZALDEHIDO
DESHIDROGENASA: familia cd07152; AAC38359.1: 4-nitrotolueno monooxigenasa hidroxilasa;
superfamilia ¢l00615; familia ¢d03512; AAC38360.1: componente reductasa de d4-nitrotolueno
monooxigenasa; superfamilia ¢106868; familia ¢d06213; AAC38361.2: 4-nitrobenzil alcohol deshidrogenasa;
superfamilia c127052; familia pfam00732

> >— >
YP_709331 YP_ 709332 YP 709333 YP 709334 YP 709335 YP 709336 YP_709337
XylR XylUo Xylw XylC XyM XylA XylB

Pseudomonas putida MT53

YP_709331: Regulador transcripcional XylR_N: superfamilia cl05822; familia pfam06505: YP_709332:
proteina hipotética; superfamilia c120984; YP_709333: benzilalcohol deshidrogenasa; superfamilia cl16912;
familia cd08278; YP_709334 : BENZALDEHIDO DESHIDROGENASA; familia ¢d07152; YP_709335:
subunidad =xileno monooxigenasa hidroxilasa: superfamilia cl00615; familia cd03512; YP 709336:
subunidad transferencia de electréon xileno monooxigenasa; superfamilia cl06868; familia cd06213;
YP_709337: benzilalcohol deshidrogenasa; superfamilia ¢116912; familia cd08278.

YP 534823 YP 534827
NahAd NahQ
YP 534822 YP_534824 YP 534825 YP 534826 YP 534829 YP_ 534829
nahAc NahB NahF NahC NahE NahD

Pseudomonas putida

YP 534822.1: Naftaleno dioxigenasa subunidad alfa; superfamilia c128556; familia ¢cd08881: YP 534823.1:
naftaleno dioxigenasa subunidad beta; superfamilia ¢l09109: familia cd00667; YP_534824.1: dihidrodiol
deshidrogenasa; superfamilia cl25409; familia ¢d05348; YP 534825.1: SALICILALDEHIDO
DESHIDROGENASA: familia ¢cd07105: YP_534826.1: 1.2-dihidroxinaftaaleno dioxigenasa; superfamilia
cl28291; YP_534827.1: proteina  hipotética: superfamilia ¢l21487; YP 534828.1: trans-o-
hidroxibenzilidenepiruvato hidratasa-aldolasa; superfamilia cI28880; familia ¢d00952; YP 534829.1:

carboxilato isomerasa; superfamilia ¢l00388; familia ¢d03022,

sitio activo y de contextos gendmicos indican que el furfural no es el sustrato fisioldgico de

Figura 26. Comparacion de contextos genoémicos de PA2125 con otras ALDHs cuyo

sustratos lo son también de PA2125 . En rojo el gen que codifica la aldehido
deshidrogenasa: PA2125  (aldehido  deshidrogenasa); Benzaldehido
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deshidrogenasa (YP_709334); 4-nitrobenzaldehido (AAC38357); salicilaldehido
deshidrogenasa (YP_534826)

El gen que codifica para la enzima PA2125 esta presente en todos los genomas de las cepas
de P. aeruginosa secuenciados hasta la fecha (99), tanto patogenas, por ejemplo la DK2
que fue aislada de pacientes con fibrosis quistica (Rau et al., 2012), como no patdgenas.
Por ello pensamos que esta enzima no esta relacionada con la virulencia de la cepa, ya que
los genes necesarios para la virulencia se han perdido en las especies no patdgenas
(Bianconi et al., 2015). Esto es ademas consistente con que es altamente improbable que la
bacteria encuentre el tipo de aldehido aromatico que muy probablemente es su sustrato en
los tejidos que infecta. Enzimas con un porcentaje de identidad del 99% con PA2125 estan
presentes en cinco especies de proteobacterias (Anexo 8), todas ellas patogenas
oportunistas pero ademas pertenecientes a géneros que poseen especies capaces de crecer
en suelos: Acinetobacter baumannii; Enterobacter cloacae; y Pseudomonas putida, con
gran potencial de degradacion de compuestos aromaticos. En todas estas bacterias, el
contexto gendmico es el mismo por lo que las enzimas deben participar en la misma ruta
metabolica, aunque ninguna de ellas ha sido caracterizada hasta la fecha. Con menor
identidad, pero superior al 60 %, hay enzimas ortologas en otras especies de Pseudomonas,
Burkholderia, entre ellas B. cepacia que presenta una gran capacidad degradativa de
contaminantes organicos; de Acinetobacter, de Achromobacter, de Pseudonocardia, de
Agrobacterium y de Stenotrophomonas. Todas ellas poseen en su genoma al menos los dos
genes ortdlogos de PA2124 y PA2125, por lo que pensamos que deben poseer la ruta
metabolica en la que participa PA2125. De nuevo, todas estas bacterias son capaces

también de crecer en suelos. Por todo lo anterior, pensamos que lo mas probable es que la

113



PA2125 esté involucrada en la ruta degradativa de un compuesto aromético que puede ser
un contaminante de suelos y por tanto tener potencial biotecnoldgico en biorremediacion.
Los compuestos aromaticos se encuentran en el ambiente como contaminantes provenientes
del petroleo y las gasolinas. Varios de ellos como el BZAL y algunos de sus derivados son
compuestos xenobidticos toxicos presentes en una gran cantidad de efluentes de la industria
farmacéutica, quimica y petroquimica (Capestany et al., 1997).

El hecho de que PA2125 y gentisaldehido deshidrogenasa (acceso NCBI: APP18125.1)
tienen igual los residuos Argl157 y Glu449 (posicién en PA2125), y residuos pequefios en la
posicion Serl50 (posicion en PA2125) que en la gentisaldehido deshidrogenasa es una
alanina, afianza el hecho de que PA2125 utilice como sustrato al gentisaldehido. Se llevé a
cabo un acoplamiento molecular con gentisaldehido en el sitio activo del modelo por
homologia de PA2125 para determinar cuales residuos puedan participar de la union del
aldehido y se encontré que posiblemente se pueden dar las mismas interacciones entre el
grupo 2-OH del anillo aromatico del gentisaldehido (2,5-dihidroxibenzaldehido) y la
cadena lateral del residuo Serl50, como las que encontramos cuando hicimos el
acoplamiento molecular con SAAL. Se podria dar un puente de hidrégeno entre el grupo 5-
OH del anillo aromatico y un oxigeno del grupo carboxilo del Glu449, sin embargo, la
distancia no corresponde a un puente de hidrégeno pero hay que recordar que se trabaja con
un modelo por homologia y hay que aceptar cierto error en la medida.

Por todo lo anterior pensamos que PA2125 puede unir a aldehidos aromaticos disustituidos
por grupos hidroxilo o grupos sustituyentes polares en las 2y 3 0 2 y 5 del anillo aromatico,
aldehidos que se pueden producir como intermediarios en rutas metabolicas de
degradacion. Los residuos Ser150, Argl57 y Glu449 parece que participan en la unién de

de aldehidos anteriormente descritos al sitio activo de la enzima PA2125. La familia ALDH
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cd07120 presentan un residuo pequefio en la posicion 150 (numeracion de PA2125) sea una
serina 0 una alanina, esto debido posiblemente a que la presencia de un residuo grande
como fenilalanina o tirosina (como en otras familias ALDHs) impida estéricamente el
acercamiento del aldehido a la cisteina catalitica o reduzca el espacio para el
acomodamiento del aldehido. Parece que el Glu449 juega un papel importante en la
selectividad de la enzima por sustratos ya que como se vio en los acoplamientos
moleculares este residuo interacciona con grupos amonio, amino o grupos hidroxilo

permitiendo o no el acercamiento del grupo carbonilo a hueco del oxianion.

VI11.2 Mecanismo catalitico de la PA2125
Los grupos sustituyentes en un anillo aroméatico pueden presentar tanto efectos inductivos
como de resonancia, como es el caso del grupo carbonilo que presenta un fuerte efecto
inductivo atractor hacia el oxigeno y a la vez fuertes efectos de resonancia entre el carbono
carbonilico y el carbono del anillo aromatico. Los sustituyentes halégeno, hidroxilo,
alcohoxilo y amino tienen efectos inductivos atractores de electrones debido a la
electronegatividad del &tomo -X, -O o -N unido al anillo aromético, pero tienen efectos de
resonancia donadores de electrones debido al par de electrones no enlazado en los mismos
atomos -X, -O o -N. Cuando los dos efectos actdan en direcciones opuestas, domina el mas
fuerte de los dos; por ejemplo, los halogenos presentan pares de electrones no enlazantes
que les permite efectos de resonancia pero son muy electronegativos, por lo tanto el efecto
atractor de electrones prima sobre los efectos donadores por resonancia, mientras que en un
grupo amino predominan los efectos donadores de electrones por resonancia. Los grupos

carbonilo, ciano y nitro presentan efectos inductivos y de resonancia atractores de
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electrones. EI BZAL es mucho menos reactivo que los aldehidos alifaticos en las reacciones
de adicién nucleofilica, esto se debe al efecto electrodonador por resonancia del anillo

aromatico, lo que hace que el carbono carbonilico sea menos electrofilico (Esquema 7A).
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Esquema 7. Estructuras resonantes de aldehidos aromaticos con grupos

electrodonadores y electroatrayentes.
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Los grupos sustituyentes que pueden estar unidos al anillo aromético del BZAL pueden
aumentar o disminuir la electrofilicidad del carbono carbonilico. Los grupos
electroatrayentes como el grupo —NO: en la posicién para (4-NO>) (Esquema 7B) y en la
posicion meta (3-NO-) (Esquema 7C) aumentan su electrofilicidad debido a que producen
deficiencia electronica por efecto de resonancia, haciéndolo més reactivo a un ataque
nucleofilico. Por el contrario, los grupos sustituyentes electrodonadores, como el grupo —
OCHs (Esquema 7D), aumentan la densidad electrénica cuando estan en las posiciones
meta y para, igualmente por efecto de resonancia, de tal manera que el carbono carbonilico
disminuye su reactividad frente a un ataque nucleofilico al disminuir su electrofilicidad. La
ecuacion de Hammett (Ecuacion 9) y las constantes de sustitucién de Hammett permiten
cuantificar estos efectos. Las constantes de sustitucion que miden el poder de sustitucion o
donacion de electrones en un anillo de benceno se derivan empiricamente a partir de los
pKas de &cidos benzoicos sustituidos:
(pKa)x = (pKa)o — ox Ecuacion 9

Donde X es un sustituyente en la posicion meta o para del &cido benzoico, (pKa)x es el pKa
del acido sustituido, (pKa)o es el pKa del acido sin sustituyente y ox es la constante de
sustitucion para X. En la Tabla 8 se incluyen las constantes de sustitucién de algunos
grupos electroatrayentes y electrodonadores en las posiciones para y meta del acido

benzoico.
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Tabla 8. Constantes de sustitucion para y meta obtenidas de la ecuacion de Hammett
para grupos sustituyentes en el anillo de benzeno. La constante de sustitucion
(o) sblo se mide para los grupos sustituyentes en posicion para y meta. Cuanto
mas positivo sea el valor mayor sera la deficiencia electrénica del carbono del

grupo carboxilo del &cido benzoico (Ritchie y Sager, 1964).

Tipo de

sustituyente Sustituyente Efecto para Efecto meta
Dimetilamino -0.83 -0.211
Amino -0.66 -0.161
Electrodonador Metoxi -0.268 0.115
Etoxi -0.25 0.015
Metil -0.170 -0.069
Fluoro 0.062 0.337
Cloro 0.227 0.373
Electroatrayente Bromo 0.232 0.339
Yodo 0.276 0.353
Ciano 0.66 0.56
Nitro 0.778 0.710

Por lo anterior, y teniendo en cuenta el mecanismo de reaccion de la ALDHSs, esperariamos
que un grupo 3-NO2 0 4-NO- en el anillo de BZAL hiciera al carbono carbonilico mas
electrofilico y mas susceptible al ataque nucleofilico por parte del tiol de la cisteina
catalitica en la etapa de acilacion, y también harian més electrofilico al carbono del
intermediario tioéster haciéndolo méas susceptible al ataque nucleofilico del agua catalitica
para producir el producto acido en la etapa de desacilacion. En cambio el grupo 4-OCHs
disminuiria la electrofilicidad del carbono en el grupo carbonilo y en el intermediario
tioéster haciéndolo menos susceptible a un ataque nucleofilico.

(PKa)x = (pKa)o — ox Ecuacion 10
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Donde X es un sustituyente en la posicién meta o para del &cido benzoico, (pKa)x es el pKa
del &cido sustituido, (pKa)o el del &cido sin sustituyente y ox es la constante de sustitucion
para X. En la Tabla 8 se pueden observar algunos grupos electroatrayentes vy
electrodonadores con sus respectivas constantes de sustitucion para las posiciones para y
meta en el acido benzoico. Por lo anterior y teniendo en cuenta el mecanismo de reaccion
de la ALDHs vemos que un grupo 3-NO2 0 4-NO: en el anillo de BZAL permite que el
carbono carbonilico sea mas electrofilico y méas susceptible al ataque nucleofilico por parte
del tiol de la cisteina catalitica en la etapa de acilacion, y a la vez harian mas electrofilico al
carbono del intermediario tioéster haciéndolo méas susceptible al ataque nucleofilico del
agua catalitica para producir el producto acido en la etapa de desacilacion. En cambio el
grupo 4-OCHs disminuye la electrofilicidad del carbono en el grupo carbonilo y en el
intermediario tioéster haciéndolo menos susceptible a un ataque nucleofilico.

De acuerdo con los resultados de la caracterizacion cinética obtenidos en este trabajo de
investigacion, los sustratos preferidos por la enzima PA2125 a las concentraciones fisioldgicas
de NAD™ en la bacteria fueron el 3-NITROBZAL y el 4-NITROBZAL, ya que presentaron
las mayores constantes de especificidad aparentes (apkcat/Km) y una mayor afinidad (medida
como Kp), aunque la velocidad maxima es menor con 4-NITROBZAL. Quisimos saber
cudles eran las caracteristicas que hacian a estos dos compuestos mejores sustratos para
PA2125 que el BZAL, para lo cual realizamos ensayos de cinética rapida para determinar
cudl es el paso del mecanismo catalitico limitante de la reaccion para cada aldehido y como
se afecta la velocidad de las dos etapas del mecanismo catalitico por la presencia en el
anillo aromatico de grupos sustituyentes electrodonadores o electroatrayentes. Para este
analisis tomamos al BZAL como referencia. EI BZAL presenta una amplitud del estallido

(Aourst) muy cercana a la concentracion de sitios activos de PA2125, por lo cual podemos
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decir que la constante ki (constante de velocidad de pseudoprimer orden de acilacion) >>
ks (constante de velocidad de primer orden de desacilacién) y por tanto la constante de
velocidad observada para el estallido (Kourst) €s igual a ki'. A su vez nos indica que la etapa
lenta o limitante de la velocidad de la reaccion para el BZAL es la desacilacion. El 4-
NITROBZAL, que posee un grupo sustituyente electroatrayente en la posicion para del
anillo aromético del BZAL, mostré valores muy cercanos tanto de la amplitud del estallido
como de la kourst & los estimados para BZAL y una velocidad de estado estacionario menor
para el 4-NITROBZAL que para el BZAL. Este altimo resultado concuerda con los datos
obtenidos en las medidas de estado estacionario; sin embargo no es consistente con las
caracteristicas del grupo electroatrayente nitro, que en la posicion para del anillo aromatico
deberia hacer més electrofilico al carbono carbonilico tanto del aldehido como del tioéster y
por tanto aumentar la velocidad tanto del paso de acilacion como de desacilacion.
Pensamos que esta comportamiento diferente al esperado se debe a las interacciones que
hace el grupo nitro del 4-NITROBZAL en el sitio activo de la enzima, si bien contribuyen a
la mejor unién de este sustrato que el BZAL, probablemente coloquen al carbono
carbonilico de este compuesto en una posicion menos favorable para el ataque nucleofilico
por parte de la Cys catalitica, y ain menos de la molécula de agua hidrolitica, que el
carbono carbonilico del BZAL Yy ello tiene como consecuencia que no haya un aumento en
la velocidad de acilacién y que incluso haya una disminucién en la velocidad de
desacilacion con respecto al BZAL. En el caso del 3-NITROBZAL el efecto del grupo nitro
electroatrayente en la posicion meta del anillo aromatico del BZAL es menor que cuando
estd en la posicion para, aunque aun asi debe hacer mas electrofilico al carbono del
carbonilo del aldehido y del intermediario tioéster. Vimos sin embargo que la Kourst €S

mucho menor para el 3-NITROBZAL que para el BZAL, mientras que la velocidad de
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estado estacionario, Vvss, €s casi igual, también en concordancia con lo observado en los
estudios de estado estacionario. Parece por tanto que las interacciones que el grupo 3-NO-
hace en el sitio activo, importantes para la union del aldehido, también estan modulando el
efecto de este sustituyente, en este caso afectando bastante mas al paso de acilacién que al
paso de desacilacion lo que se refleja en que las constantes de velocidad de ambos pasos
casi se igualan por lo que la amplitud del burst estd muy disminuida y es mucho menor que
la concentracion de sitios activos. Por Gltimo, quisimos completar este estudio investigando
los efectos sobre las dos etapas de la reaccion catalizada del grupo electrodonador —OCH3
en la posicion para del anillo aromético del BZAL del 4-METOXIBZAL, grupo que
deberia hacer menos electrofilico al carbono carbonilico y por lo tanto menos susceptible a
un ataque nucleofilico por parte de la cisteina catalitica y de la molécula de agua hidrolitica.
Esta prediccion concuerda con los valores menores tanto de Kourst COMo de la vss en
comparacion con los valores del BZAL, y también es consistente con la menor velocidad de
reaccion que observamos en los estudios de estado estacionario cuando se usé el 4-
METOXIBZAL como sustrato. Tomando en consideracién los resultados de cinética rapida
y de estado estacionario, pensamos que este aldehido es el que peor se une a la enzima y
por tanto el sitio activo tiene menos influencia sobre los efectos que el grupo sustituyente

ejerce sobre el carbono del carbonilo.

V11.3 Mecanismo cinético de PA2125
Los patrones de velocidad inicial obtenidos con BZAL y NAD(P)* son consistentes con un
mecanismo Bi Bi Ordenado en estado estacionario (Cleland, 1963) en el que el NAD" es el

primer sustrato en unirse a la enzima y el NADH el ultimo producto en salir del sitio activo
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(Esquema 4). Este mecanismo se ha reportado para otras ALDHs hidroliticas (MacGibbon
et al., 1977; Henehan y Tipton, 1992; Valenzuela-Soto et al., 1993; Velasco-Garcia et al,
2000) y es consistente con el mecanismo quimico de la reaccion, pero no es facil de
explicar en términos estructurales dado que la arquitectura del sitio activo de las ALDHs
parece permitir la entrada al azar del aldehido y del cofactor. Tampoco podemos por ahora
explicar en términos estructurales, como ya se mencion0, las diferencias cinéticas de las
reacciones dependientes de NAD* y de NADP*. En la reaccion NAD"-dependiente, la
enzima muestra una afinidad (medida como Kia) 20 veces mayor por el NAD™ que por el
NADP™, y una keat 5 veces mayor, mientras que la afinidad por el aldehido (medida como
Km) es 3 veces menor. Es claro que la presencia o no del grupo 2"-fosfato en el anillo de la
ribosa de la adenosina afecta la manera en que el cofactor (probablemente tanto en su forma
oxidada como el reducida) se une a la enzima, y esto a su vez tiene implicaciones en la
cinética de la reaccion. Los valores menores de Kn"AP®* que el valor de Kn®ZA podrian
indicar que bajo las condiciones normales fisiolégicas de la bacteria el primer sustrato en
unirse seria el NAD™, pero eso dependera ademas de las concentraciones intracelulares de
ambos. Ademas, en las gréficas de dobles reciprocos se observa que las lineas se cruzan en
el tercer cuadrante y, por lo tanto, los valores aparentes de V, Km y V/Km cambian cuando se
cambia la concentracion del aldehido o del cofactor, de manera que la enzima presenta una
mayor Km aparente por el NAD" cuando hay concentraciones altas del aldehido y viceversa,
una menor Ky aparente cuando hay concentraciones bajas del aldehido (comparese la
apKmBZAL obtenida en los experimentos de saturacion a 0.6 mM NAD* con la KnB?At real
obtenida por medio de los patrones de velocidad inicial: 2 mM frente a 13.4 mM). Lo
anterior parece sugerir que el aldehido esta interfiriendo en la union del NAD™ a la enzima

y, si ese fuese el caso, una posible explicacion seria que el aldehido llegue al sitio activo
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por la entrada del nucle6tido, lo cual seria mas probable cuando haya concentraciones altas
del aldehido. Sin embargo, el valor relativo de las constantes de velocidad KnVAP* y Kia,
cuando Kn"AP* es mayor que Kia, hacen que se obtenga el patron de lineas que se cruzan en
el tercer cuadrante. Teniendo en cuenta la definicion de Kn"VAP* y Ki, en términos de
constantes de velocidad para un mecanismo Bi Bi ordenado en estado estacionario (KnAP*
= K+3k+a [ K+1(k+s + k+sa) ¥ Kia = kaa/k+1; Segel, 1993) y el hecho de que en las enzimas
ALDH la liberacién del producto &cido es muy rapida comparada con la liberacion del
nucleétido reducido (es decir, k+3z es mucho mayor que k+s; véase el Esquema 4), la
condicion de que Kn“AP* sea mayor que Kia se da cuando la liberacion del NADH es mas
rapida que la liberacion del NAD", es decir, cuando k+s es mayor que ki. Este
comportamiento se ha observado en los mecanismos cinéticos descritos para las ALDHSs de
higado de humano (Sidhu y Blair, 1975), la BADH de P. aeruginosa (Velasco-Garcia et al,
2000) y la KauB de P. aeruginosa (Cardona-Cardona, 2017). Otras ALDHs muestran un
patron de velocidad inicial de lineas que se cruzan sobre el eje, indicando que la Kia y la
KmVAP* son iguales (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993; Figueroa-Soto y Valenzuela-
Soto, 2000). El tener un valor de Kia mucho menor que el de Kn“AP* explica el aparente
mecanismo Ping Pong reportado para otras ALDHs (Mori et al., 1980; Falkenberg y Strgm,
1990), mecanismo cinético que no es compatible con el mecanismo quimico de estas
enzimas. En el caso de la PA2125 la Kia VAP* es 40 veces menor que la Kn“VAP*, pero la Kia
NADP+ s s6lo 2.5 menor que la KnVAPP* 1o que indica que si bien la afinidad de la enzima
libre por el NADP* es mucho menor que por el NAD", unas veinte veces menor, las
diferencias en la afinidad entre el NADH y el NADPH deben ser mucho menores. Las
razones estructurales de estas caracteristicas cinéticas de la enzima no las conocemos por el

momento.
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Un aspecto de estas propiedades del mecanismo cinético de la enzima que pudiera tener
relevancia fisioldgica es que la afinidad por el NAD" in vivo, medida como la
concentracion del nucle6tido necesaria para que la enzima esté al 50% formando el
complejo ternario productivo, dependera de la concentracién intracelular del aldehido, de
manera que la concentracion fisiologica de 0.6 mM puede ser o no saturante para la enzima.
Lo sera solo si el aldehido esté presente a bajas concentraciones relativas a su Km, 1o que es
de esperarse, y por tanto puede también variar con el aldehido que la enzima esté oxidando.
Es por esto que, para poder inferir la posible actividad de la enzima in vivo, es necesario
determinar el mecanismo cinético de la enzima con el sustrato fisioldgico, una vez que lo

conozcamaos.
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VIII CONCLUSIONES

La enzima PA2125 mostré preferencia por aldehidos arométicos y una actividad
nula o despreciable frente a aldehidos no aromaticos, incluidos el BAL y el furfural.
Debido a que el contexto gendémico del gen pa2125 es diferente al de los genes que
codifican para otras enzimas ALDHSs involucradas en la degradacion de aldehidos
aromaticos, PA2125 podria participar en una ruta metabdlica de degradacion ain no
conocida de compuestos aromaticos contaminantes de suelos para los que ya se
conocen rutas de degradacién, o de algiin compuesto aromatico contaminante cuya
degradacion aun no se conoce. Nuestros resultados no nos permiten concluir con
certeza cudl podria ser ese compuesto, aunque sugieren que podria ser benzaldehido
di o tri sustituido por grupos hidroxilos.

La enzima PA2125 pertenece a una familia dentro de las superfamilia de las ALDHs
gue no habia sido estudiada y cuyos miembros, enzimas todas de proteobacterias
que pueden crecer en suelo, poseen funciones fisioldgicas que han sido en su
mayoria mal anotadas o no conocidas. Probablemente todas las enzimas de esta
familia, que pensamos se agrupan en al menos cuatro subfamilias, tengan como
sustratos aldehidos aromaticos.

De acuerdo con nuestros resultados de andlisis de secuencias, modelado por
homologia y acoplamiento molecular, existen cuatro residuos en el sitio de union
del aldehido de la PA2125 que juegan un papel importante en determinar la
especificidad por este sustrato: Ser150, Argl57, Phe281 y Glu449. Estos residuos
son raros en otras enzimas ALDHs y pueden considerarse como firmas de esta

familia y de las subfamilias que la forman.
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El residuo Gly175 en el sitio de unién del nucleétido permite la union del grupo 2°-

El

fosfato de la ribosa de la adenosina del NADP™ sin presentar impedimentos estéricos
o0 repulsiones electrostaticas. Sin embargo, el acoplamiento molecular de los dos
nucleotidos al sitio activo del modelo por homologia no nos permitié explicar el por
qué el NAD" es mejor sustrato que el NADP™.

mecanismo cinético de la enzima PA2125 presenta caracteristicas de posible
relevancia para la especificidad por el aldehido, ya que la afinidad de la enzima por
éste y el cofactor dependen no solo del tipo de aldehido sino también de las

concentraciones fisiologicas de ambos.
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IX PERSPECTIVAS

Determinar los parametros cinéticos aparentes a concentraciones fisiologicas de
NAD" de otros posible sustratos de la PA2125, tales como gentisaldehido (2,5-
dihidroxibenzaldehido), 3,4-dihidroxibenzaldehido, u algin otro que pueda surgir
de una busqueda mas exhaustiva de compuestos aromaticos contaminantes, para
compararlos con los probados en esta tesis y conocer si pueden 0 no ser sustratos.
Determinar el mecanismo cinético de las reacciones NAD*- y NADP*-dependientes
catalizadas por la PA2125 con el mejor sustrato que encontremos, determinando los
patrones de velocidad inicial, de inhibicion por producto y de inhibicion por
analogos de sustratos.

Realizar experimentos de cinética rapida con el aldehido de los anteriormente
referidos que resulte ser el mejor sustrato de PA2125, y asi completar su
caracterizacion bioquimica.

Obtener la estructura cristalizada de la enzima PA2125 en su forma libre y en
complejo tanto con NAD(P)™ como con aldehidos, con el fin de conocer bien las
caracteristicas del sitio activo, incluido el sitio de union al cofactor, que determinan
la especificidad de esta enzima por el cofactor y los aldehidos.

Hacer mutagénesis sitio dirigida y la caracterizacion cinética de las enzimas
mutantes que se obtengan con el fin de comprobar el papel que juegan los residuos
Serl50, Argl57, Phe281 y Glu449, o cualquier otro residuo del sitio activo que
sugiera la estructura cristalografica, en la especificidad por el sustrato aldehido.
Investigar la participacion de la enzima PA2125 en la degradacion de diferentes

compuestos aromaticos (benceno, tolueno, naftaleno, alcohol bencilico mono o di
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sustituido por grupos -OH) comprobando si una mutante nula inhibe o anula el
crecimiento de la bacteria en medios de cultivo que contengan como Unica fuente de
carbono los compuestos en cuya degradacion queramos investigar si esta enzima
participa, en base en los resultados obtenidos en este trabajo.

e Realizar un estudio filogenético de la familia ALDH a la que pertenece la PA2125
con el fin de conocer las relaciones evolutivas de sus miembros y si ha existido

presion de seleccion para determinar la especificidad por el aldehido.
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Anexo 1. Genes que codifican para enzimas de la familia ALDH cd07120 contenidos
en la base de datos del NCBI. Los datos de esta tabla se obtuvieron por medio de

BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).

- Descripcion Identidad R 0 Longitud
Cddigo de acceso (Organismo) (%) Similitud (%) alineamiento
Betaina Aldehido
SCY80161.1 deshidrogenasa [Acinetobacter 99 100 482
baumannii]
KTK92484.1 Aldehido deshldrog(_enasa 99 99 482
[Pseudomonas putida]
putative Aldehido
SAJ30947.1 deshidrogenasa [Enterobacter 99 99 482
cloacae]
Aldehido deshidrogenasa
WP_011356651.1 [Burkholderia lata] 79 89 476
WP 053260877.1 . /\dehido deshidrogenasa 79 89 481
- [Pseudomonas chlororaphis]
Aldehido deshidrogenasa
WP_025405893.1 [Burkholderia thailandensis] 8 88 479
Aldehido deshidrogenasa
WP_060360071.1 [Burkholderia territorii] 7 87 At
WP 0600099271  ‘dehido deshidrogenasa 77 87 479
- [Burkholderia ubonensis]
Aldehido deshidrogenasa
WP_060324382.1 [Burkholderia diffusa] 77 87 479
WP 0599236241  “Mdehido deshidrogenasa 77 87 478
- [Burkholderia stagnalis]
WP_050695047.1  “\ldehido deshidrogenasa 77 87 481
[Burkholderia cepacia]
WP_089342201.1  ’ldehido deshidrogenasa 76 86 478
[Burkholderia singularis]
WP 0535264481 /\ldehido deshidrogenasa 75 86 478
[Burkholderia cenocepacia]
WP 0044678231  “Mdehido deshidrogenasa 72 84 474
[Pseudomonas mandelii]
WP _011333787.1 Aldehido deshidrogenasa 71 82 479

[Pseudomonas fluorescens]
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WP_005787176.1

EPF74764.1

WP_090290692.1

WP_038447170.1

WP_076965093.1

WP_032876309.1

WP_070076747.1

WP_049063726.1

WP_013394782.1

WP_081172951.1

WP_061875655.1

WP_088159312.1

EKJ94815.1

WP_073455189.1

WP_028733433.1

WP_052859957.1

WP_094792959.1

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas synxantha]

Betaina aldehido
deshidrogenasa [Acinetobacter
gyllenbergii CIP 110306]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas brenneri]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas fluorescens]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas gessardii]

Aldehido deshidrogenasa
[Acinetobacter baumannii]

Aldehido deshidrogenasa
[Acinetobacter proteolyticus]

Aldehido deshidrogenasa
[Acinetobacter seifertii]

Aldehido deshidrogenasa
[Achromobacter xylosoxidans]

Aldehido deshidrogenasa
[Acinetobacter lactucae]

Aldehido deshidrogenasa
[Acinetobacter dijkshoorniae]

Aldehido deshidrogenasa
[Achromobacter xylosoxidans]

Aldehido deshidrogenasa
[Bradyrhizobium lupini
HPC(L)]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudonocardia thermophila]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium leguminosarum]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces celluloflavus]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces kasugaensis]

71

69

69

69

69

67

67

66

66

65

65

65

64

64

64

63

63

83

86

83

83

83

82

82

81

77

80

80

77

81

75

79

79

79

473

227

476

476

476

482

482

480

476

480

480

476

437

477

476

480

480
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WP_040114747.1

WP_085994489.1

WP_074064792.1

WP_077979876.1

WP_080830526.1

WP_038614503.1

AHF85418.1

WP_080865300.1

KRG65434.1

WP_017373291.1

WP_058910710.1

WP_017919246.1

WP_091616387.1

WP_023172286.1

KEO59789.1

WP_037987502.1

WP_090024837.1

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium gallicum]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium leguminosarum]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium etli]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium laguerreae]

Aldehido deshidrogenasa
[Agrobacterium genomosp. 6]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium leguminosarum]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii WSM1689]

Aldehido deshidrogenasa
[Agrobacterium tumefaciens]

Aldehido deshidrogenasa
[Stenotrophomonas terrae]

Aldehido deshidrogenasa
[Enterobacteriaceae bacterium
LSJC7]

Aldehido deshidrogenasa
[Erwinia teleogrylli]

Aldehido deshidrogenasa
[Burkholderia gladioli]

Aldehido deshidrogenasa
[Amycolatopsis saalfeldensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Gloeobacter kilaueensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Thalassospira permensis
NBRC 106175]

Aldehido deshidrogenasa
[Thalassospira permensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Chryseobacterium oleae]

63

63

63

63

63

63

63

63

62

62

62

61

61

61

61

61

61

78

78

78

78

78

77

77

78

77

75

74

74

75

78

77

77

77

479

474

477

479

477

479

479

476

480

480

476

475

477

477

476

476

475
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Aldehido deshidrogenasa

WP_052143043.1 "1 kholderia gladioli]

61 74 475

Aldehido deshidrogenasa
WP_024353461.1 [Brevundimonas 60 78 478
naejangsanensis]

Aldehido deshidrogenasa

WP_014986636.1 [Nocardia brasiliensis] 60 4 474
Gentisaldehido deshidrogenasa
APP18125.1 [Burkholderia sp. BCL] 60 75 477

WP 0391404331 /\dehido deshidrogenasa 60 77 474
- [Flavihumibacter solisilvae]

WP 0422558421  “Mdehido deshidrogenasa 60 74 474
- [Nocardia brasiliensis]

Aldehido deshidrogenasa

WP_013078858.1 [Caulobacter segnis] 60 74 476

WP 0436777061  /\dehido deshidrogenasa 59 73 474
- [Nocardia vulneris]

WP 003891806.1 Aldehido d_eshldrogenasg 59 73 480
- [Mycobacterium smegmatis]

WP 0907999631  “\ldehido deshidrogenasa 59 73 472
- [Asanoa ishikariensis]

WP_048507183.1 Aldehido deshidrogenasa 59 77 475

[Chryseobacterium angstadtii]

Aldehido deshidrogenasa

WP_093323662.1 [Pseudosphingobacterium 58 74 469
domesticum]

Betaina aldehido

deshidrogenasa

SEK90206.1 [Pseudosphingobacterium 58 4 469
domesticum]
WP 047896639.1 ./ \ldehido deshidrogenasa 58 72 472
[Caballeronia mineralivorans]
WP _085119827.1 Aldehido deshidrogenasa 58 74 476

[Serratia proteamaculans]

Aldehido deshidrogenasa
WP_074300019.1 [Paraburkholderia 58 71 472
phenazinium]

Aldehido deshidrogenasa

WP_012147298.1 -
- [Serratia proteamaculans]

58 74 476
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WP_016336514.1

WP_042936682.1

WP_073795725.1

WP_067824260.1

WP_047317165.1

WP_031043951.1

WP_007497325.1

WP_074754022.1

WP_021490172.1

WP_030432593.1

WP_059302984.1

WP_093783432.1

WP_052840036.1

WP_023536343.1

WP_045312411.1

WP_055470832.1

WP_085018091.1

Aldehido deshidrogenasa
[Amycolatopsis orientalis]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas gingeri]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces uncialis]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia inohanensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Mycobacterium heraklionense]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces olivaceus]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces zinciresistens]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas abietaniphila]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudomonas mendocina]

Aldehido deshidrogenasa
[Allokutzneria albata]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces canus]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces guanduensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Kitasatospora aureofaciens]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces niveus]

Aldehido deshidrogenasa
[Lechevalieria
aerocolonigenes]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces pathocidini]

Aldehido deshidrogenasa
[Cnuibacter physcomitrellae]
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71
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EFE78353.1

WP_059008848.1

WP_031940426.1

WP_019633426.1

WP_067682900.1

WP_052344701.1

WP_089105027.1

WP_068567778.1

WP_036511165.1

SDQ70049.1

WP_059210704.1

WP_015786915.1

WP_040840209.1

WP_015795043.1

WP_028931650.1

WP_092555615.1

WP_071929043.1

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces roseosporus
NRRL 15998]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces specialis]

Aldehido deshidrogenasa
[Rhodococcus defluvii]

Aldehido deshidrogenasa
[Actinomadura atramentaria]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia miyunensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Thermocrispum municipale]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces hyaluromycini]

Aldehido deshidrogenasa
[Tsukamurella pulmonis]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia aobensis]

Betaina aldehido
deshidrogenasa
[Thermomonospora
chromogena]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces canus]

Aldehido deshidrogenasa
[Saccharomonospora viridis]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia brevicatena]

Aldehido deshidrogenasa
[Catenulispora acidiphila]

Aldehido deshidrogenasa
[Pseudonocardia
asaccharolytica]

Aldehido deshidrogenasa
[Actinoplanes derwentensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia soli]

55
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WP_063005819.1

WP_062974919.1

WP_066350715.1

WP_048436755.1

WP_060847217.1

WP_055112563.1

WP_028213740.1

WP_057928643.1

WP_060091922.1

WP_049286002.1

WP_024888973.1

WP_061133346.1

WP_068574557.1

WP_058833483.1

WP_018719436.1

SDG68883.1

WP_025359011.1

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia cummidelens]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia flavorosea]

Aldehido deshidrogenasa
[Bordetella bronchialis]

Aldehido deshidrogenasa
[Methylobacterium platani]

Aldehido deshidrogenasa
[Methylobacterium aquaticum]

Aldehido deshidrogenasa
[Mycobacterium peregrinum]

Aldehido deshidrogenasa
[Paraburkholderia mimosarum]

Aldehido deshidrogenasa
[Burkholderia ambifaria]

Aldehido deshidrogenasa
[Burkholderia vietnamiensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Ralstonia solanacearum]

Aldehido deshidrogenasa
[Luteimonas huabeiensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Caballeronia fortuita]

Aldehido deshidrogenasa
[Tsukamurella pseudospumae]

Aldehido deshidrogenasa
[Luteimonas abyssi]

Aldehido deshidrogenasa
[Arhodomonas aquaeolei]

Acyl-CoA reductase
[Streptomyces jietaisiensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Kutzneria albida]
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WP_009762628.1

WP_093973911.1

WP_057589755.1

KOT37956.1

KEG43654.1

WP_035529310.1

WP_085635662.1

WP_062963663.1

WP_033277657.1

WP_018179912.1

WP_041802429.1

WP_033346353.1

WP_085632744.1

WP_062361727.1

WP_043378184.1

WP_032616514.1

WP_090929195.1

Aldehido deshidrogenasa
[Microvirga lotononidis]

Aldehido deshidrogenasa
[Boseongicola aestuarii]

Aldehido deshidrogenasa
[Variovorax paradoxus]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces caelestis]

Aldehido deshidrogenasa

[Streptomyces griseorubens]

Aldehido deshidrogenasa

[Paraburkholderia sacchari]

Aldehido deshidrogenasa
[Marivita geojedonensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Nocardia africana]

Aldehido deshidrogenasa
[Actinospica acidiphila]

Aldehido deshidrogenasa
[Gordonia kroppenstedtii]

Aldehido deshidrogenasa

[Rhodopseudomonas palustris]

Aldehido deshidrogenasa
[Catenuloplanes japonicus]

Aldehido deshidrogenasa
[Marivita cryptomonadis]

Aldehido deshidrogenasa
[Variovorax paradoxus]

Aldehido deshidrogenasa
[Streptomyces luteus]

Aldehido deshidrogenasa
[Leclercia adecarboxylata]

Aldehido deshidrogenasa
[Palleronia marisminoris]
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48

48

48
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48
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47
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47
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WP_049453296.1

WP_068257157.1

WP_035713236.1

WP_090592155.1

WP_078201748.1

ACA09737.1

WP_084969975.1

WP_090597310.1

WP_064175071.1

WP_051749670.1

WP_062607759.1

WP_005862055.1

WP_066659999.1

WP_086966373.1

WP_067756450.1

WP_061147754.1

WP_090441648.1

Aldehido deshidrogenasa
[Stenotrophomonas
maltophilia]

Aldehido deshidrogenasa
[Janibacter corallicola]

Aldehido deshidrogenasa

[Azorhizobium doebereinerae]

Aldehido deshidrogenasa
[Pelagibacterium luteolum]

Aldehido deshidrogenasa
[Cupriavidus necator]

PsfA
[Pseudomonas putida]

Aldehido deshidrogenasa
[Pantoea calida]

Aldehido deshidrogenasa
[Pelagibacterium luteolum]

Aldehido deshidrogenasa
[Klebsiella pneumoniae]

Aldehido deshidrogenasa
[Sphingobium
chlorophenolicum]

Aldehido deshidrogenasa
[Caballeronia calidae]

Aldehido deshidrogenasa
[Sagittula stellata]

Aldehido deshidrogenasa
[Bordetella flabilis]

Aldehido deshidrogenasa
[Caballeronia glebae]

Aldehido deshidrogenasa
[Orrella dioscoreae]

Aldehido deshidrogenasa
[Caballeronia arvi]

Aldehido deshidrogenasa

[Pseudomonas benzenivorans]
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WP_090045577.1

WP_042444757.1

WP_008328507.1

WP_088708905.1

AlJ45734.1

WP_066703930.1

SMF89477.1

WP_088605029.1

WP_028165735.1

WP_089883907.1

WP_076694628.1

WP_066344197.1

AJE49484.1

WP_028604809.1

WP_067287002.1

OHC09307.1

WP_043872375.1

Aldehido deshidrogenasa
[Lechevalieria fradiae]

Aldehido deshidrogenasa
[Azospirillum lipoferum]

Aldehido deshidrogenasa
[Maritimibacter alkaliphilus]

Aldehido deshidrogenasa
[Noviherbaspirillum
denitrificans]
succinate-semialdehyde
dehdyrogenase
[Comamonas testosteroni
TK102]

Aldehido deshidrogenasa
[Curvibacter delicatus]

Acyl-CoA reductase
[Azospirillum oryzae]

Aldehido deshidrogenasa
[Candidimonas nitroreducens]

Aldehido deshidrogenasa
[Bradyrhizobium elkanii]

Aldehido deshidrogenasa
[Citreimonas salinaria]

Aldehido deshidrogenasa
[Pelagibaca abyssi]

Aldehido deshidrogenasa
[Bordetella bronchialis]

Aldehido deshidrogenasa
(plasmid)
[Celeribacter indicus]

Aldehido deshidrogenasa
[Ottowia thiooxydans]

Aldehido deshidrogenasa
[Marinobacterium profundum]

Aldehido deshidrogenasa
[Polynucleobacter sp.
GWA2_45_21]

Aldehido deshidrogenasa
[Celeribacter indicus]
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46

45

45

45

45

45

45

45
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44

44

44

44
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43

64
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58
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449

476

476

478

474

482

479

475

482

480

478

481

406

473

479

479

478

154



WP_089727394.1

WP_062308886.1

0ODS72760.1

WP_028672207.1

WP_090270724.1

WP_043375884.1

WP_017523433.1

ALP00403.1

WP_012187090.1

WP_089400633.1

WP_091317136.1

Aldehido deshidrogenasa
[Halomonas muralis]

Aldehido deshidrogenasa
[Polynucleobacter sinensis]

Aldehido deshidrogenasa
[Bordetella sp. SCN 67-23]

Aldehido deshidrogenasa
[Saccharospirillum impatiens]

Aldehido deshidrogenasa
[Litorimicrobium taeanense]

Aldehido deshidrogenasa
[Comamonas testosteroni]

Aldehido deshidrogenasa
[Pusillimonas noertemannii]

PutA
[Pseudomonas putida]

Aldehido deshidrogenasa
[Dinoroseobacter shibae]

Aldehido deshidrogenasa
[Noviherbaspirillum humi]

Betaina aldehido
deshidrogenasa
[Amycolatopsis tolypomycina]

43

43

43

43

43

43
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42
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42
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Anexo 2. Alineamientos de secuencias de aminoécidos entre PA2125, gentisaldehido
deshidrogenasa (GTSALDH) y furfural deshidrogenasa (FURALDH). Los colores
indican la naturaleza quimica de las cadenas laterales de los residuos. Residuos con un
asterisco corresponden a los residuos cataliticos y residuos con dos asteriscos residuos que

participan en la especificidad por sustrato.
10

PA2125|NP_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PAZ125|NP 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PAZ2125|NP 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PA2125|HP_250815
GTSALDH|APP18125
FURALDH|ACADSTIT

PA2125|NF_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PA2125|NF_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PAZ2125|NP_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PA2125|NF_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT

PAZ2125|NP_ 250815
GTSALDH|AFF18125
FURALDH |ACADSTIT
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Anexo 3. Alineamientos de secuencias de aminoéacidos entre PA2125 y enzimas que
presentan actividad con aldehidos aromaticos derivados del BZAL, con succinico

semialdehido,

y BAL. Salicilaldehido deshidrogenasa (SAALDH,;

PDB  4JZ6);

4.NITROBZAL deshidrogenasa (4NBZALDH; AAC38357), succinico semialdehido
deshidrogenasa (SSDH; NP_248956), BZAL deshidrogenasa (BZALDH; PDB: 5UCD).
Betaina aldehido deshidrogenasa de P. aeruginosa (BADH; NP_254060).

PA2125|NP_250815
SAALDH|4J%Z6_A
4NBZALDH | AAC38357
SSDH|NP_248956
BZALDH | 5UCD_A
BADH|NP_254060

PA2125|NP_250815
SAALDH|4JZ6_A
4NBZALDH | AAC38357
SSDH |NP_248956

BZALDH|5UCD_A

BADH|NP_254060

PA2125|NP_250815

SAALDH|4JZ6_A

4NBZALDH |AAC38357
SSDH |NP_248956

BZALDH|5UCD A

BADH |NP_254060

PA2125|NP_250815

SAALDH|4JZ6_A

4NBZALDH | AAC38357
SSDH|NP_248956
BZALDH | 5UCD_A
BADH |NP_254060

PA2125|NP_250815
SAALDH|4JZ6_A
4NBZALDH | AAC38357
SSDH|NP_248956
BZALDH | 5UCD_A
BADH |NP_254060

PA2125|NP_250815
SAALDH| 4JZ6_A
4NBZALDH | AAC38357
SSDH |NP_248956
BZALDH | 5UCD_A
BADH|NP_254060

PA2125|NP_250815
SAALDH|4JZ6_A
4NBZALDH |AAC38357
SSDH |NP_248956
BZALDH|5UCD_A
BADH |NP_254060
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PA2125|NP_ 250815
SAALDH|4JZ6_A
ANBZALDH | AAC38357
SSDH|NP_248956
BZALDH|5UCD_A
BADH |NP_254060

PA2125|NP_250815
SAALDH|4JZ6_A
4NBZALDH | AAC38357
SSDH |NP_248956
BZALDH|5UCD_A
BADH|NP_254060
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Anexo 4. Alineamiento de la secuencia de nucledtidos obtenida del gen clonado a
partir del DNA gendmico de P. aeruginosa con la secuencia del gen pa2125 depositada
en la base datos del NCBI. Las bases que codifican la etiqueta de histidinas en el gen

clonado estan enmarcadas en rojo, las de la secuencia de reconocimiento de la

endonucleasa Ndel enmarcadas en verde y las de secuencia de reconocimiento de Hindlll

enmarcadas en azul).
SED_I'E Expect Identities Gaps Strand
2776 bits(1503) 0.0 1503/1503(100%) 0/1503({0%) Plus/Plus
fuery 1 catcatcatcatcatcafCAGCAGCEECCTGETGCCECGCEECAGOQUATATGRACGGACAC 60

NERRNRRNRNRNNNY| (YR RN RN RN RRNRNRNRRNRNRNY (VRN EYRNNRNY

Sbkjct 1 CATCR CHCLGCAGCGECCTGETGCCGEGCEECAGOCATATHRACGERCAC 60
fuery 61 GUCAGACACTGGATCGACGECGCATGGCTCGATTCCGCGCAGCGEEEACAATCCTTCGAC 120
Sbict 61 CCCAGACACTEEATCEACCECELATEACTCEATTCLACEACCEEERACAATCTTCRA 120
Query 121 CCCGCCAGCGECCAGCCGATCEGCACCTACGCCGACGECEEECEGEECCEAGECCERACECE 180
Shict 121  COLGCCAGCEECLACCLAATCRECACCTACELCtACEECEEECeELCtAREECALeet 180
fuery 181 GCGATCGCCGCCGCTGTGCGCGCCTTCGRAGATGETCCCTGRARGEACGRACCACGCGCTE 240
Sbict 151 GCERTCELLECLACTEIECELEeIIC AT CETE LT ARG ACEACCALELELTE 240
fuery 241 CGCGCERL L CCCCTGEAGEAA R TCCCCGCEECCTTCCGAGCEECATGCCEATGCECTCATC 300
Shict 241 COLGCEAAAGCCLTCEAGCARATCELLOCEELeTTCRACCEECATELCEATECELTCATE 300
Query 301 GRCCTGCTTIGCCCIGERGARCEECARCGATCARGCCCCGAGECTGCCTTCGAGETCGECATE 360
Sbict 301  GACCTOCTIGCCCTCEAGAACCECAACATCAAGCCCEACECTOCCTTCRACCTCEEEATE 360
fuery 36l GTGCCEEECRAAGCTGCECTACTACGCCGECCT GECGCGCAGCGRARCGEEECECCAGCGEE 420
Sbict 361  GTECCEELAAELTCLACTACTACELCEE T EECE AL EAALEEEACELLAAEE 420
fuery 421 ACGCCGECGCCCCERCGTGETIGTICECTGETGCTGCGCEAGCCEATGEECETCGCCEECATC 480
Sbict 421  ACCECHLGCLCEEALETAATATEAT AT CoTChb AL AT AL TCELEtATe 200
Query 481 ATCGTGCCGTGEARTTCACCGETGETGCTGATGATCCGCTCCCIGECGCCGECGCTGECC 540
Sbict 481  ATCETGCCATCEARTTCACCGCTCRTEUT CATCATCLOCTCOCTEACELLEELECTEREE 540
fuery 541 GCCGETACCACCACGET GETGARGATGCCEEEECAGRCCECECAGACCARCECCATGETC  &00
Sbict 581 GCCEATACUACCACCEICCTRALCATELLEEEE ACALCELEACACCAACELLATERTE 600
fuery 601 GOGCEEATCATCGCCGAAGCGCCETCGCTECCTCCCGEEECEETGARACATCTTCAGCGRAR 660
Shict 601  CCECGEATCATCACCEAAGCECLETCACTELCTOCLEEEELEETCRACATCITCARLEAR 660
Query 66l TCGEETICCGAAGECGCCCEECGATTCATCGACGCGECCEAGETGCCEETGATCAGCTIC 720
Shict 661  TCEGGTICCCARGECELLCEECAATTEATCEACCCEACCEARETELLEETEATCARCITE 720
Query 721 RCCGEGCTCERGCGCCACCGECCEAGCEGATITCCGCCECCEGECGCECGECACCTGRAAGCEE T8O
Sbict 721  ACCEACTCRAGCECCACCEECCEAGCEATITCLACCELCEELECELEEtACCTEAMELEE 780
Query 781 TTCGECCTGERAACTGEECEGECARGACACCECACCTGETGITCGACGACGCCGACCTGERAC 540
Sbict 781  TTCEGCCTGGARCTCEGCEECAACACACCECALCTERTCTTCEALCACELCEACCTRAC 840
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Query
Shiject
Query
Sbict
Query
Sbict
Duery
Sbjct
Query
Sbject
Query
Sbjet
Query
Sbijct
Query
Sbijct
uery
Sbijct
Duery
Sbjct
Query
Sbiect
Query

Sbjct

901

2801

896l

896l

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

1501

1501

GCCGCCITGCCCGTGCTGEAGARGTCGCTGACGLTGITCGCCGGGCAGTTCTGCATGACCT

RN NN N NNy
GCCGCCTTGCCCGT GETGRAGARGTCGCTGACGRT GTITCGCCGGECAGTTCTGCATGACT

GETICGCGCCTGCTGETGCAGCGCGECETTGCCGARCGECTACGCGAACGCCTGECGCAL

LRt e neiniinrnniniiiintl
GEIICGCGCCTGCTGET GCAGCGCEECETTGCCGAACGECTACGCGARCGCCTGECGCAL

CECCTEEARAMACCTGCGCETIGEEECCEECEECEEACCCEGEGCAGCEACATGEEECCECTIR

IIIJJIJIIJJJJJIIIJIJIIIIJJIIJIIJIIJJJJIJIJJIJIIJJJIIIHJII I
CCTGGAAAACCTGECECETGEGGECCEECEECEEACCCECECAGCEACATGGEGCCECTR

ATCGRACRRGGCCARCGTCGAGCGCGICGAGCGAGCCGTACGCCAGGCCATCGCCECCEEE

N R N N R RNy
ATCCACAAGGCCAACCTCEAGCECEICGAGCGAGCCCTACGCCAGGCCATCGCCECCEEE

GCECGEETGETGETCCGCGGCGECCCEETARCCEAGGGCGAGCTGGEGECCGGCGCCTIC

NN N N R NN NNy
GCECEEGTEGTGETCCECGECEECCCEETAACCGRGGECEAGCTGGECEGECCGECECCTIC

TACCGICCEACCCTGCTGEAGEI CEATCGATCCEEACCTGEACATCGTGCARACAGERARACC

N N N N R,
TACCGTCCGACCCTGCTIGGRAGETCGRT GATCCGGRCCTGGACATCGTGCAACAGERARRCT

ITCGGACCEGGTIGCTGACCCTIGCAGGTATTCCAGCACCAGGAGGAGGGCGTICGCCCIGELT

LERRLERR R R i e ininrnl
ITTCGGACCERTGCTGACCCTGCAGGTATTCGAGCACGAGEAGEAGEECETCGCCCTGFCC

AARCCGCAGCGAGTACGEECT GECEECCEEEETCIGEACCCEGCEATGTCEGCECEIGECTIC

R RN RN N NN NN R NN R AN
AACCGCAGCGAGTACGEGCTGGCGGCCGEEETCTGGACCCGLGATGTCGCGLGTGCCTTIC

CEGEEIGECECEEAAGATTCGCGCCGECACCGIGIGEAT CRAACGACTGEECCAAGEICTAC

LOLLELD LR LR e e iiniall
CGEGTEECECEEAAGATTCGCGCCGECACCETGTGGATCARCGACTGGGCCAAGETCTAC

FRACGRATTCGAGGAGEGCGECTRACCGCCAGTCCEGECCTCGECCEECTGRAACGEEETCGECC

NN N N N N NN RN
CACGARTTCEAGEA GEECEECTACCECCAGTCCGECCTCGGCCGECTGAACGEEETCGCT

FIRRTR TR i et e it rrerrrinnil

GCCCTGEACGACTTCOTCGRATACRAGCACATCAGCCTGRACCACCEECECEECCTE e
| N
GFCCCTIGEACGACTTCGTCGRATRACARGCACATCAGCCTGRACCACCGECECGELECTG G

CIT] 1503

111
CIT) 1503

a00

900

9a0

960

ipz20
1020
1080
1080
1140
1140
1200
1200
1260
1260
1320
1320
1380
1380
1440
1440
1500

1500
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Anexo 5. Resultados de la evaluacion de estructuras cristalograficas como posibles
moldes para la obtencion del modelo por homologia de PA2125. Se us6 el método
HHSENSOR, (Soding et al., 2006) * INDEX, puntuaciones HMM como un porcentaje de
la longitud de la secuencia alineada

PDB hit Coverage Quality
No code  chain Description (short) Fitness E-value (Probability) Score(tSS)::columns  Query:Template  HMMscore  INDEX*  Completeness
1| 4QF6 A Aldehyde_dehydrogenase; 100 1x101%(P=4x101%) 803(¢58.7)::475 1-480::16-49% 494 % 98.56%
2l 4PXL A Cytosolic_aldehyde dehy 100 5x1010(P=1x10"%) 801.4(62)::474 4-482::36-514 517 8% 98.56%
3 4YWE A  Putative_aldehyde_dehyd 100 1x101°P=4x101%) 801.3(154.1)::466 6-480::13—-487 487 3% 97.73%
4 3EKL A Aldehyde_dehydrogenase;_ 100 9x1010(P=2x101%) 797.8(157.1)::468 4-480::32-503 504 6% 97.11%
5 1MS A ALDH,_betaine_aldehyde_ 100 8x101%(P=2x101%) 798.7(156)::471 4-482::19-499 503 5% 98.97%
6| 4QT0 A Betaine_aldehyde dehydr... 100 5x101%0(P=1x10-1%4) 795(61.2)::469 4-480::32-511 520 %% 98.76%
7/ 405H A Phenylacetaldehyde dehy 100 2x101%(P=7x101%) 804.1(150.3)::473 1-480::27-511 511 % 99.79%
8 4PZ2 A Zmaldh;_oxidoreductase;_ 100 4x10"%(P=1x10%) 797.3(157.9):471 4-481::50-530 534 12% 98.97%
9| 2D4E A S-carboxymethyl-2-hydro... 100 8x1019(P=2x101%) 7935(57.7):474 1-482::23-508 515 % 100.00%
100 1004 A Aldehyde dehydrogenase... 100 4x1010(P=1x101%) 794(153):471 4-481::19-497 500 5% 98.56%
11} 3FG A Succinate-semialdehyde_ 100 8x1010(P=2x101%) 790(#55.3)::469 4-479::12-484 484 2% 97.32%
120 IWND A Putative_hetaine_aldehy 100 3x1010(P=0x101%) 792.7(51.5)::468 4-479::23-495 495 4% 97.32%
Anexo 6. Puntuaciones RD.HMM de secuencias completas recuperadas por el modelo
de Markov oculto de la base de datos de secuencias nr NCBI.
PDB id HitN° E-value score bias Sequence found Description
4EK1 1 6.80E-109 375.1 0 0i|513137405|pdbj4JWS|A Chain A, Crystal Structure Of Cy
4MPB 1 4.80E-149 508 1.7 0i|508773329|gb|EOY20585.1] Betaine aldehyde dehydrogenase 1
4MPB 25302 3.80E-048 174.6 1.9 0i|15597321|ref|[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4PXL 1 3.20E-142 485.6 5 0i|342883511|gb|EGU83982.1]  hypothetical protein FOXB_05503
4PXL 33924 3.30E-032 122.3 3 0i|15597321|ref|[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4pz2 1 4.80E-136 465.1 0.9 0i[413943806|gb|AFW76455.1|  hypothetical protein ZEAMMB73_71
4pPz2 28598 8.50E-039 143.8 7.3 0i|15597321|ref[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4Q92 1 4.70E-122 418.8 0.9 0i|4574120|gb|JAAD23900.1|AF00!glycine betaine aldehyde dehydro
4Q92 23223 2.90E-042 155.3 2.4 0i|15597321|ref[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4QF6 1 2.90E-132 4525 5.9 0i|342883511|gh|EGU83982.1|  hypothetical protein FOXB_05503
4QF6 26900 9.20E-037 137.1 5.2 0i|15597321|ref|[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4QTO 1 5.90E-135 461.6 0.6 0i|4574120|gb|AAD23900.1|AF00!glycine betaine aldehyde dehydro
4QTO 24653 4.10E-045 164.8 2.1 0i|115597321|ref|[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4AYWE 1 1.30E-130 447.1 14.7 0i|1206560962|ref|YP_002231727. putative aldehyde dehydrogenase
AYWE 22979 8.70E-033 124.1 7.3 0i|15597321|ref|[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
4Z\WL 1 2.60E-123 422.8 0.2 0i|379796923|ref|YP_005326924. . putative betaine aldehyde dehydr
4ZWL 24284 7.50E-043 157 0.2 0i|15597321|ref[NP_250815.1]  aldehyde dehydrogenase [Pseudomo
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Anexo 7. Resultados de los experimentos de docking con aldehidos aromaticos
derivados del BZAL. La columna "puntuacion” muestra la afinidad de union predicha
(medida como energia de union en kcal/mol). Las columnas "RMSD u.b." (upper bound:
alta unidn por sus siglas en inglés) y "rmsd L.b." (lower bound: baja unidn por sus siglas en
inglés) son dos variantes de los valores de desviacion de la raiz cuadrada media (rmsd) que
miden la coincidencia relativa al mejor modo de enlace utilizando solo atomos pesados
moviles.

BZAL
Modo de unién Puntuacion RMSD L.b. RMSD u.p.
(kcal/mol)
1 -4.1 0.0 3.1
2 -4.1 2.153 3.2
3 -3.9 0.556 3.3
4 -3.6 2.02 3.4
5 -3.6 1.466 3.5
6 -3.4 1.992 3.6
7 -34 3.746 3.7
8 -3.4 3.74 3.8
9 -2.9 3.148 3.9
10 -2.8 2.446 3.10
4-METOXIBZAL
. Score

Modo de union (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 -3.8 0.0 0.0
2 -3.7 2.349 5.08
3 -3.6 2.248 4.929
4 -3.6 0.356 1.53
5 -3.6 0.853 4.28
6 -3.2 2.24 3.461
7 -3.1 2.681 3.049
8 -1.3 1.87 2.099
9 -1.2 5.603 5.943

SAAL
. Score

Modo de union (kcal/mol) RMSD l.b. RMSD u.p.
1 -4.3 0.0 0.0
2 -4.2 1.173 1.409
3 -4.1 0.889 2.401
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4 4.1 1.957 2.29
5 3.8 1.992 2.56
6 38 2.311 3.831
7 -3.2 2.094 3.795
3-NITROBZAL
Modo de unién (kcsaci;)rfol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 36 0.0 0.0
2 3.4 1.760 4.104
3 2.6 3.235 4.685
4 2.4 2.706 3.315
5 1.7 2.948 4.325
6 0.8 3.534 4.550
7 0.8 3.215 3.745
8 0.7 2.884 3.676
4-NITROBZAL
Modo de unién (kcsacl?r;eol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 38 0.0 0.0
2 38 0.048 1.715
3 3.4 4.193 5.608
4 33 1.886 4.908
5 2.7 2.979 4.795
6 2.4 4.020 4.898
7 2.4 1.412 1.75
8 2.0 3.857 4.815
9 1.8 3.662 4.626
10 1.6 5.359 6.073
Furfural
Modo de unién (kcsacl;)r:fol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 35 0.0 0.0
2 3.4 1.493 3.362
3 33 1.79 3.418
4 3.2 1.395 3.176
5 3.2 3.806 5.192
6 3.1 1.282 3.270
7 3.1 1.455 1.679
8 3.1 2.300 3.363
9 -3.0 1.000 1.428
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10 -2.7 3.265 4.005

Cinamaldehido

. Score
Modo de union (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 -4.5 0.0 0.0
2 -2.0 5.906 6.898
3 -1.9 3.938 4.627
4 -1.9 6.354 6.858
TMABAL
Modo de unién (kfaﬁj’rfol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 -3.2 0.0 0.0
2 -3.2 0.157 1.439
3 -2.7 1.408 2.086
4 -2.7 2.996 4.117
5 -2.6 33 4.419
6 -2.5 2.953 4.499
7 -2.1 2.608 4.281
8 -1.9 1.951 2.637
9 -1.0 2.984 4.569
10 -0.5 2.832 4.889

2-METOXIBZAL

Modo de unién (kfaﬁ?r;eol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 38 0.0 0.0
2 3.7 0.812 2.909
3 3.6 2.154 3.512
4 35 1.939 3.264
5 3.2 2.051 4135
6 -3.0 1.286 2.952
7 2.9 1.635 3.103
8 2.5 2.863 3.802
9 25 1.431 3.253
10 2.1 3.923 4.941

164



BAL

Score

Modo de union (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 -2.7 0.0 0.0
2 2.7 2.269 3.083
3 -2.7 0.156 1.651
4 -2.7 0.115 1.608
5 -2.6 2.166 3.208
6 2.2 2.414 3.388
7 -1.7 1.455 1.606
8 -1.0 2.367 3.412

LACTALDEHIDO
., Score

Modo de union (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.p.
1 -2.7 0.0 0.0
2 -2.6 1.429 1.125
3 -2.5 2.564 3.556
4 -2.5 2.358 3.367
5 -2.5 2.42 2.859
6 -2.4 1.731 1.892
7 -2.4 0.785 2.808
8 -2.4 2.243 2.985
9 2.2 2.536 3.151
10 -1.9 5.062 5.71
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Anexo 8. Comparacidn contextos genomicos de enzimas de la familia cd07120

PA2122 PA2123 PA2124 PA2125 Identidad con PA2125
Pseudomonas aeruginosa Identidad 100% S150 E449
Acinetobacter baumeamii  [______ > = Identidad 99% S150 E449
Pseudomonas putida Identidad 99% S150 E449

Enterobacter clocae oy ) ) [dentidad 99% S150 E449
Burkholderia lata T ) ) |dentidad 79%  S150 E449

Pseudomonas chiororaphis TIdentidad 79% S150 E449
Burkholderia stagnalis :}n—-—& Identidad 77%  S150 E449
Pseudomonas fluorescens 4NN T |EESS! ouided 71%  S150 F449
Pseudomonas brenneri <:|—| :)—{:I(‘ H'—_ Identidad 69% S150 E449
Pseudomonas gessardii & Identidad 69% S150 E449

Acinetobacter proteolyticus| D - ) - 1dcntidad 67% S150 E449
Acinetobacter seifertii i, = Identidad 66% S150 E449
Achromobacter xylosoxidans [ y— ) 4R ) Tdentidad 66%  S150 E449
Acinetobacter lactucae : > = Identidad 65% 5150 E449

Pseudonocardia thermophilt | ‘;|—| 5| - )_ Identidad 64% S150 E449
Streptomyees celluloflavus KT —— ) Y- 1dentidad 63%  S150 F449

Agrobacierium tumefaciens {— >~H > > Y- {dentidad 63% S150 E449
Stenotrophomonas teirae :}_—5}_ Identidad 63% S150 E449
Burkholderia sp. BCI 3 ) - 1dentidad 60% Al50 E449
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