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RESUMEN 

 

Las aminoaldehído deshidrogenasas catalizan la reacción de oxidación irreversible 

dependiente de NAD(P)+ de aldehídos que tienen un grupo amino primario o un grupo 

trimetilamino cuaternario. Filogenéticamente, estas enzimas están agrupadas en cinco 

familias: ALDH9, ALDH10, ALDH25, ALDH26 y ALDH27. El patógeno humano 

oportunista Pseudomonas aeruginosa PAO1 tiene tres enzimas ALDH27, una de las cuales 

está codificada por el gen PA5312 (PakauB). Por análisis genómicos se ha encontrado que 

esta enzima está involucrada en el catabolismo de arginina y de poliaminas; sin embargo, aún 

no ha sido caracterizada cinética o estructuralmente. En este trabajo de tesis, clonamos y 

sobreexpresamos el gen PakauB. Obtuvimos la enzima recombinante PaKauB, la 

purificamos y determinamos que es un homotetrámero. Su caracterización cinética mostró 

que utiliza NAD+ como coenzima y que no puede usar a la betaína aldehído como sustrato. 

Del resto de los sustratos probados, el trimetilaminobutiraldehído es el mejor, seguido por el 

4-aminobutiraldehído, 3-aminopropionaldehído, 2-hidroxipropionaldehído (lactaldehído) y 

propionaldehído, en este orden. Estos resultados sugieren la participación de esta enzima en 

las rutas de degradación reportadas y probablemente en la ruta de degradación del 

metilglioxal y en una nueva ruta de degradación de lisina.  Los estudios de velocidad inicial 

y de inhibición por producto mostraron que el mecanismo cinético de la PaKauB es Bi Bi 

ordenado en estado estacionario. Se determinó la estructura tridimensional de la enzima y 

con ella se realizaron estudios de acoplamiento molecular con los diferentes sustratos 

aldehídos. Se predice que el residuo aromático Phe467 ayuda a la unión del aminoaldehído 

mediante interacciones catión-π con su grupo amino. El residuo Asp459 situado en el túnel 

de entrada del aldehído está expuesto al solvente estorbando la entrada al sitio activo de 
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betaína aldehído, lo que explica que este aldehído no sea sustrato de PaKauB, que si puede 

oxidar el trimetilaminobutiraldehído que tiene una cadena alifática más larga. En cuanto a la 

coenzima usada, los residuos de Glu194 y Tyr223 le confieren especificidad por el NAD+, 

impidiendo que pueda unir a NADP+.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Pseudomonas aeruginosa es un patógeno oportunista humano que constituye un 

grave problema de salud debido a las infecciones que produce especialmente en pacientes de 

fibrosis quística y en pacientes inmunodeprimidos (revisado en Mesaros et al., 2007; Savoia, 

2014). Debido a la alta resistencia a antibióticos que posee, se hacen necesarios nuevos 

fármacos contra esta bacteria, razón por la cual ha sido puesta en la lista elaborada por la 

Organización Mundial de la Salud sobre aquellas bacterias resistentes a los fármacos que 

representan la mayor amenaza para la salud humana.  

P. aeruginosa es capaz de crecer en una variedad de compuestos como única fuente de 

carbono, nitrógeno y energía tales como colina y sus precursores (Nagasawa et al. 1976), 

arginina (Jann et al., 1988) y algunas poliaminas (agmatina, putrescina, espermidina) (Jann 

et al., 1988; Chou et al., 2008; Chou et al., 2013). En la degradación de colina participa la 

enzima betaína aldehído deshidrogenasa (BADH), perteneciente a la familia ALDH9 de las 

AMADHs que produce glicina betaína (GB), un eficiente osmoprotector que ayuda a la 

bacteria a contrarrestar las pérdidas de agua cuando Pseudomonas se encuentra en ambientes 

de alta osmolaridad (Velasco-García et al., 2000, 2006; Wargo, 2013), como sucede en los 

tejidos que infecta (Rennick, B.R. 1981; Pesin y Candia, 1982; Wright y Clements, 1987), 

en los que además hay abundancia de colina o precursores de colina (Lisa et al., 1974; 

Kilbourn, 1978 ). La enzima BADH ya ha sido caracterizada cinética y estructuralmente 

(Nagasawa et al. 1976; Velasco-García et al. 1999, 2000, 2003, 2006; González-Segura et 

al., 2009) e incluso se han reportado inhibidores de su actividad (Velasco-García et al., 2003; 

Zaldívar-Machorro et al., 2011). Estudios recientes en nuestro grupo de investigación han 
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mostrado que la mutación nula de esta enzima no impide el crecimiento de P. aeruginosa en 

colina, lo que sugiere que pudiera existir otra AMADH capaz de oxidar a la betaína aldehído 

(BAL).  

P. aeruginosa posee otras tres enzimas AMADHs, pertenecientes a la familia 

ALDH27, una de ellas codificada por el gen PA5312 (PakauB), la cual por estudios 

genómicos se ha encontrado que participa en el catabolismo de arginina y de poliaminas 

(putrescina, agmatina, espermidina) oxidando el 4-aminobutiraldehído (ABAL), 4-

glutamilaminobutiraldehído (4-GLUABAL) y guanidinobutiraldehído (4-GABAL) (Jann et 

al., 1988; Chou et al., 2008; Chou et al., 2013). Dada la importancia de estas rutas, 

consideramos que la enzima PaKauB es importante para la defensa y supervivencia de la 

bacteria y que, incluso, podría ser un blanco potencial de fármacos. Además, esta enzima 

pudiera oxidar a BAL, permitiendo así el uso de colina por la bacteria. Por todo ello, puesto 

que a la fecha PaKauB no ha sido caracterizada cinética ni estructuralmente, en este trabajo 

de tesis nos propusimos obtenerla en forma recombinante, realizar su caracterización cinética 

y estructural, para así determinar su especificidad por el sustrato aldehído y las bases 

estructurales de esta especificidad, e inferir su relevancia fisiológica. 

. 
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II. ANTECEDENTES 

 

II.1 Generalidades de las enzimas aldehído deshidrogenasas (ALDHs) y reacción 

que catalizan 

 

Las enzimas aldehído deshidrogenasas (ALDHs, EC 1.2.1) participan en la oxidación 

de aldehídos a sus ácidos carboxílicos correspondientes utilizando el nucleótido de 

nicotinamida y adenina (NAD+)  o el nucleótido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP+) 

como coenzima (Jakoby, 1963), aunque la mayoría de las caracterizadas hasta el momento 

son NAD+ dependientes (González-Segura et al., 2015). La reacción que catalizan se ilustra 

en el Esquema 1: 

 

 

Esquema 1. Reacción general catalizada por las ALDHs. 
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Estas enzimas oxidan una amplia variedad de aldehídos endógenos y exógenos; 

algunas de ellas poseen una especificidad muy amplia para sustratos aldehídos, mientras que 

otras presentan una especificidad reducida (Riveros-Rosas et al., 2013). Las ALDHs son 

enzimas importantes en procesos metabólicos y de destoxificación en los organismos vivos, 

ya que la mayoría de los aldehídos son tóxicos incluso a niveles bajos debido a su alta 

reactividad química (Schauenstein et al., 1977; Wood et al., 2007).  

De acuerdo a la diversidad de aldehídos alifáticos, aromáticos y/o funcionalizados 

que estas enzimas usan como sustratos, se conocen varias funciones fisiológicas importantes 

en las que pueden participar. La Tabla 1 muestra algunos ejemplos de estas funciones 

fisiológicas. 
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Tabla 1. Funciones fisiológicas de las ALDHs 

 

 

La superfamilia de las ALDHs incluye enzimas ubicuas como lo sugiere su presencia 

en los genomas de archaeas, eubacterias y eucariontes (Sophos y Vasiliou, 2003; Black y 

Vasiliou, 2009; Jackson et al., 2011) y pueden presentar comúnmente una estructura 

tridimensional dimérica o tetramérica, aunque hay algunos casos que reportan estructuras 

hexaméricas como las Δ-pirrolin-5-carboxilato deshidrogenasas bacterianas (Luo et al., 

2013). Las ALDHs pueden clasificarse en hidrolíticas, acilantes o fosforilantes, dependiendo 

de si es una molécula de agua, el grupo tiol de la coenzima A o una molécula de fosfato, 
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respectivamente, el que realice el ataque nucleofílico al intermediario tioéster que se forma 

durante la reacción y que es común a los tres tipos de enzimas. El mecanismo químico 

propuesto para las ALDHs hidrolíticas se describe a continuación: 

 

II.2. Mecanismo químico de las ALDHs 

 

Una vez que se han unido el nucleótido oxidado y el aldehído al sitio activo de la 

enzima, el mecanismo químico propuesto para la reacción catalizada por las ALDHs 

hidrolíticas (Feldman y Weiner, 1972, y revisado en Muñoz-Clares et al. 2010, y Muñoz-

Clares et al., 2011) consiste en una catálisis covalente y ácido-básica que consta de tres pasos 

principales (Esquema 2): el primero es la formación de un enlace covalente entre la enzima 

y el aldehído: la cisteína catalítica realiza un ataque nucleofílico al carbono del carbonilo y 

forma un intermediario tiohemiacetal tetraédrico; en el segundo paso sucede la transferencia 

del hidruro desde el intermediario tiohemiacetal al nucleótido (NAD+ o NADP+) cuando el 

par de electrones del oxianión regenera la hibridación sp2 del carbono carbonílico para formar 

el intermediario tióester. El tercer paso es una desacilación, en el que se hidroliza el tióester 

por un ataque nucleofílico de un ión hidroxilo, proveniente de una molécula de agua 

catalítica, que libera el grupo tiol de la Cys catalítica y el producto ácido de la reacción. 

Finalmente, ocurre la liberación de los productos en forma ordenada: primero el ácido y 

después el nucleótido reducido, regenerándose la enzima libre. 
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Esquema 2. Mecanismo químico de la reacción catalizada por las enzimas ALDH hidrolíticas. 

Adaptado de Muñoz-Clares et al., (2011). 

 

II.3. Mecanismo cinético de las ALDHs 

 

El mecanismo cinético descrito para la mayoría de las ALDHs es un Bi Bi ordenado 

en estado estacionario (Esquema 3), es decir, el primer sustrato en unirse a la enzima es el 

NAD(P)+ y el último producto en disociarse es el NAD(P)H (Feldman y Weiner, 1972, y 

revisado en Muñoz-Clares et al., 2010). En las BADHs de hojas de amaranto (Valenzuela-

Soto y Muñoz-Clares, 1993) y de riñón de cerdo (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000) 

se ha propuesto el mismo mecanismo ordenado pero con carácter Iso, es decir, después de 

liberarse el nucleótido reducido se ha propuesto que existe un paso de isomerización de la 

enzima libre antes de que pueda iniciarse un nuevo ciclo catalítico. Pero aún no se conoce en 

qué consiste ese paso de isomerización. También, se ha reportado un mecanismo Ping Pong 

para las enzimas BADH del hongo Cylindrocarpon didymum (Mori et al., 1980) y de la 

S-

N+

NH2

O

H
R

O

Aldehído 

NAD(P)+ 

S

O-

R
H

N+

NH2

O
NAD(P)+ 

S R

O

N

NH2

O

E 

NAD(P)H 

S

O-

R
O

H
N

NH2

O

Intermediario 
tiohemiacetal 

Intermediario 
tioéstar 

Intermediario 
tetraédrico 

NAD(P)H 

(1) Formación del 
tiohemiacetal 

(2) Transferencia 
del hidruro 

(3) Desacilación 

NAD(P)H 

Ácido 

E E 

E 

Aldehído 

NAD(P)+ 
O-

R
O

-OH	



ANTECEDENTES 
 

26 
 

bacteria Escherichia coli (Falkenberg y Strøm, 1990). En este tipo de mecanismo se une el 

primer sustrato a la enzima que transfiere un grupo a la enzima formando así el primer 

producto que se libera antes de que entre el segundo sustrato, el que recibe de la enzima el 

grupo que le transfirió el primer sustrato y se forma así el segundo producto. Sin embargo, 

este mecanismo cinético no es consistente con el mecanismo químico reportado para las 

ALDHs en general. 

 

 

Esquema 3. Mecanismo cinético Bi Bi Ordenado en estado estacionario propuesto para las 

ALDHs. En este esquema se indican las constantes de velocidad asociadas a los pasos de unión y de 

liberación de sustratos y productos. No se indican las constantes de velocidad asociadas a los posos 

químicos de la reacción.. 

 

Para varias ALDHs se ha reportado la inhibición de su actividad enzimática por altas 

concentraciones del sustrato aldehído. Se han propuesto varios mecanismos de inhibición, 

algunos de los cuales contemplan la formación de un complejo ternario abortivo E-NADH-

aldehído del cual se puede liberar el NADH a una velocidad menor que la que se libera del 

complejo E-NADH (Vojtechová et al., 1997).  Otros proponen la unión no productiva del 

sustrato al sitio de unión de la coenzima (Jang et al., 2015) y otros la unión del aldehído a 

una región del sitio activo en la cual no puede llevarse a cabo la catálisis (Chen et al., 2014)  
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II.4. Relaciones evolutivas de las enzimas aminoaldehído deshidrogenasas 

(AMADHs) 

 

Con base en la identidad de las secuencias de aminoácidos, la súperfamilia de las 

ALDHs se divide en familias de proteínas (Yoshida et al., 1998;  Sophos y Vasiliou, 2003). 

Las enzimas que pertenecen a una familia ALDH tienen al menos el 40% de identidad entre 

ellas y se considera que pertenecen a la misma subfamilia cuando su secuencia es idéntica en 

un 60% o más.  

Varias de las familias ALDH se pueden encontrar en más de un organismo, sin 

embargo, algunas familias se encuentran exclusivamente en un grupo de organismos (Julián-

Sánchez et al., 2007). Esto se puede atribuir a la producción de diferentes aldehídos  en 

diferentes organismos, o quizás a las diferencias en las vías de destoxificación (Vasiliou et 

al., 2000). 

Hasta la fecha, se han numerado a 27 familias de proteínas ALDH, de las cuales se 

han encontrado cinco que poseen actividad aminoaldehído deshidrogenasa (AMADH) 

demostrada experimentalmente (Julián-Sánchez et al., 2007; Riveros-Rosas et al., 2013), es 

decir, incluyen enzimas que catalizan la  oxidación irreversible de ω-amino aldehídos a 

ácidos carboxílicos usando como coenzima NAD(P)+. Estas son la familia ALDH9, que 

incluye enzimas de animales, bacterias y hongos; la familia ALDH10 que incluye enzimas 

de plantas, algunas de bacterias y hongos; y las familias ALDH25, ALDH26 y ALDH27 que 

incluyen solo enzimas bacterianas (Perozich et al., 1999; Julián-Sánchez et al., 2007; 

Riveros-Rosas et al., 2013). De acuerdo con esta clasificación, se puede decir que la actividad 

AMADH apareció antes de que se diera la separación de procariotas y eucariotas ya que estas 
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familias incluyen secuencias de ambos organismos, lo que sugiere que la actividad AMADH 

es una de las más antiguas en la súperfamilia de las ALDHs (Julián-Sánchez et al., 2007). 

 

II.5. Especificidad por el sustrato aldehído y la coenzima de las AMADHs 

 

II.5.1 Especificidad por el sustrato aldehído 

 

Los aldehídos utilizados por las AMADHs como sustratos pueden tener un grupo 

amonio cuaternario, un grupo amino primario o un grupo guanidino, aunque también se ha 

reportado actividad con un derivado de aminoaldehídos que contiene un grupo glutamilo 

(Tabla 2). Estos sustratos son intermediarios metabólicos importantes en todos los 

organismos procariotas y eucariotas. Algunos de los aminoaldehídos fisiológicamente más 

relevantes son: betaína aldehído (BAL), formado en la ruta de oxidación de colina 

(Rothschild y Guzman-Barron, 1954; Nagasawa et al., 1976; Boch et al., 1997; Díaz-Sánchez 

et al., 2012), 3-aminopropionaldehído (APAL), formado en el catabolismo de espermina 

(Seiler, 2004), 4-aminobutiraldehído (ABAL), formado en el catabolismo de espermidina y 

putrescina (Samsonova et al., 2005), que a su vez son intermediarios en el catabolismo de 

arginina (Jann et al., 1988) cuando se lleva a cabo por la ruta de la descarboxilación, 4-

guanidinobutiraldehído (GABAL), un intermediario en el catabolismo de arginina cuando se 

lleva a cabo por la ruta de deshidrogenación (Jann et al., 1988), 4-

glutamilaminobutiraldehído (GLUABAL), un intermediario del catabolismo de putrescina 

(Chou et al., 2008) y, por lo tanto, también en el catabolismo de arginina, 4-

trimetilaminobutiraldehído (TMABAL) producido en una reacción de rompimiento del aldol 

del 3-hidroxi-N-6-trimetil-lisina en la biosíntesis de carnitina en animales (Strijbis et al., 
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2010), β-alanina betaína aldehído formado en la degradación de homocolina exógena 

(Mohamed-Ahmeda et al., 2015) y el 2-aminopropionaldehído (2-APAL) (De Azevedo et 

al., 2002) que es un intermediario de la degradación de isopropilamina. Además, se ha 

encontrado que algunas AMADHs pueden oxidar sustratos aldehídos que en lugar del grupo 

amino poseen un grupo hidroxilo como el 3-hidroxipropionaldehído (3-HPAL) que proviene 

de la degradación del glicerol (Subramanian et al., 2010; Su et al., 2015).  

 

Tabla 2. Aldehídos usados como sustratos por enzimas AMADHs bacterianas y su participación 

en diferentes rutas metabólicas.
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De acuerdo con los resultados reportados por Díaz-Sánchez et al (2012) y al estudio 

hecho por Riveros-Rosas et al. (2013), la especificidad por el sustrato de las AMADHs se 

debe principalmente a tres o cuatro residuos aromáticos del sitio catalítico que forman una 

“caja de aromáticos” cuyas nubes electrónicas dan estabilidad al grupo amino del 

aminoaldehído cargado positivamente mediante interacciones catión-π. Además, todas las 

AMADHs exhiben una superficie de potencial electrostático negativo en el túnel de entrada 

del aldehído, debido a los grupos carboxilo e hidroxilo de la cadena lateral o los grupos 

carbonilo de la cadena principal. Por el contrario, las ALDH que usan sustratos no polares o 

cargados negativamente presentan superficies potenciales electrostáticas neutras o positivas, 

dando especificidad a las familias de las ALDHs en general.  

 

II.5.2 Especificidad por la coenzima 

 

En cuanto a la coenzima, se ha encontrado que la mayoría de las AMADHs muestra 

preferencia por el NAD+, con la excepción de las enzimas ALDH9 de P. aeruginosa 

(Nagasawa et al., 1976; Velasco-García et al., 2000), E. coli (Falkenberg y Strøm, 1990) y 

Xanthomonas translucens (Mori et al., 1992) y la ALDH25 de Arthrobacter globiformis 

(Mori et al., 2002) que pueden usar NAD+ o NADP+ casi indistintamente. La especificidad 

por la coenzima se determina por la complementariedad electrostática y geométrica entre la 

enzima y el mononucleótido de adenina, entre los cuales se establecen numerosos puentes de 

hidrógeno. González-Segura et al. (2015) reportó que la especificidad de la coenzima está 

determinada, principalmente, por la naturaleza del residuo en la posición 195 (de acuerdo a 

la numeración de la ALDH2 humana). Las enzimas con glutamato o prolina en 195 prefieren 

NAD+ porque las cadenas laterales de estos residuos repelen electrostáticamente y/o 
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estéricamente el grupo 2’-fosfato del NADP+. Pero contrariamente a la rigidez 

conformacional de la prolina, la flexibilidad conformacional del glutamato puede permitir la 

unión de NADP+ en algunas enzimas desplazando el grupo carboxilo lejos del grupo 2’-

fosfato, lo cual es posible si hay un pequeño residuo neutro en la posición 224. De los 

residuos encontrados en la posición 195, solo el glutamato interactúa con el 2´-OH de la 

ribosa de la adenosina del NAD+; glutamina e histidina en esta posición no interactúan con 

este hidroxilo ya que su cadena lateral se aleja de la ribosa y de esta forma permiten la unión 

del NADP+. Las cadenas laterales más cortas de otros residuos como aspartato, serina, 

treonina, alanina, valina, leucina o isoleucina quedarían distantes de la ribosa pero dejan 

espacio para unirse al grupo 2’-fosfato del NADP+. Generalmente, las enzimas que tienen un 

residuo diferente de glutamato se unen con menos afinidad a NAD+, y pueden unirse a 

NADP+, incluso con mayor afinidad.  

 

II.6. Funciones fisiológicas de las AMADHs bacterianas 

 

Dependiendo del organismo en que se encuentren, las AMADHs bacterianas pueden 

estar implicadas en varios procesos fisiológicos importantes. Algunas participan en la 

oxidación de BAL, ya sea para sintetizar GB (Falkemberg y Strøm, 1990; Boch et al., 1997; 

Velasco-García et al, 1999, 2006; Mandon et al., 2003), un eficiente osmoprotector que es 

acumulado en altas concentraciones intracelulares cuando la bacteria se encuentra expuesta 

a estrés osmótico (Yancey et al., 1982; Csonka y Hanson, 1991), o como parte del 

catabolismo de colina en aquellas bacterias que la usan como fuente de carbono, nitrógeno y 

energía como es el caso de P. aeruginosa (Nagasawa et al., 1976; Velasco-García et al., 

1999, 2006).  
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Las AMADHs bacterianas también participan en el metabolismo de poliaminas 

(Large, 1992; Seiler, 2004) y arginina (Jann et al., 1988; Zhe y Chung-Dar, 2007). Algunas 

de las enzimas reportadas en estas rutas son la γ-glutamil-γ-aminobutiraldehído 

deshidrogenasa PuuC (Kurihara et al., 2005) y la γ-aminobutiraldehído deshidrogenasa 

YdcW de E. coli (Gruez et al., 2004; Samsonova et al., 2005), la 3-aminopropionaldehído 

deshidrogenasa de Pseudomonas species (Padmanabhan y Tchen, 1972) y de Arthrobacter 

species (Tanaka et al., 2001) y la guanidinobutiraldehído deshidrogenasa de Pseudomonas 

sp. (Tricot et al., 1990). Los sustratos usados por estas enzimas son: γ-glutamil-γ-

aminobutiraldehído, 4-aminobutiraldehído, 3-aminopropionaldehído y 4-

guanidinobutiraldehído, respectivamente. Los  productos ácidos de las reacciones catalizadas 

son transformados en una serie de reacciones posteriores en succinato, que se incorpora al 

ciclo de Krebs. La L-carnitina  es otro osmoprotector que se ha reportado que puede ser 

sintetizada a partir de trimetilaminobutanol en Pseudomonas sp. 13CM (Hassan et al., 2008) 

dando como intermediario el trimetilaminobutiraldehído, aunque no se conoce la procedencia 

ni la función fisiológica del trimetilaminobutanol. Además de estos sustratos, se ha reportado 

que la AMADH de Arthrobacter sp. (Tanaka et al., 2001) puede oxidar aldehídos no 

fisiológicos con sustituyentes alifáticos, como el N-[3-aminopropil] –3–

aminopropionaldehído, el N-[4– aminobutil] -3-aminopropionaldehído y el N-[3-

aminopropil] –3–aminobutiraldehído y, en el caso de una AMADH de E. coli (YdcW, 

ALDH26), esta puede oxidar aldehídos alifáticos de cadena media  (Gruez et al., 2004; 

Samsonova et al., 2005). 

Otras rutas metabólicas en las que se ha reportado que participan las AMADHs 

bacterianas corresponden al catabolismo de glicerol y de isopropilamina. El 3-

hidroxipropionaldehído (Jo et al., 2008; Subramanian et al., 2010) y el 2-amino-
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propionaldehído y/o el propionaldehído (De Azevedo et al., 2002) son los sustratos 

respectivos de estas enzimas en dichas rutas. En el primer caso, el producto ácido  3-hidroxi-

propionato (3-HP) es una materia prima valiosa en la síntesis de polímeros que ha despertado 

especial interés en la industria química y se ha utilizado para su obtención la enzima AMADH 

de la bacteria E. coli K-12 (Jo et al., 2008) y la enzima PuuC de la bacteria Klebsiella 

pneumoniae DSM 2026 (Subramanian et al., 2010), que tiene una identidad del 65 % con la 

enzima PaKauB (hallado con el programa BLAST del NCBI) y que, por lo mismo, 

consideramos que es una AMADH de la familia ALDH27. Para el segundo caso, se ha 

reportado que Pseudomonas sp. strain KIE171 es capaz de utilizar la ruta metabólica de 

isopropilamina catabolizada a L-alaninol para su crecimiento; en esta ruta el L-alaninol puede 

ser oxidado por una alcohol deshidrogenasa, para producir L-2-aminopropionaldehído y, 

posteriormente, según la evidencia genética indica, este aldehído es oxidado por una aldehído 

deshidrogenasa nombrada IpuH (una AMADH de la familia ALDH27) hasta L-alanina, o 

puede ser convertido en propionaldehído mediante una amonio liasa para finalmente ser 

oxidado hasta ácido propiónico, por una aldehído deshidrogenasa llamada IpuI, que no 

pertenece a la familia ALDH27 (De Azevedo et al., 2002).  

 

II.7. Estructura tridimensional de las AMADHs bacterianas 

 

Algunas de las AMADHs bacterianas, cuya estructura tridimensional se conoce a la 

fecha, son tetraméricas como la PaBADH (ALDH9, código PDB: 2WME; González-Segura 

et al., 2009), la YdcW de E. coli (ALDH26, código PDB: 1WNB; Gruez et al., 2004), la 

BADH de Staphylococcus aureus (ALDH25, código PDB: 4NEA; Halavaty et al., 2015), la 

BADH de Pseudoalteromonas atlantica T6c (ALDH50, código PDB:3K2W, sin artículo 
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asociado) y la γ-glutamil- γ-aminobutiraldehído deshidrogenasa de Burkholderia 

cenocepacia J2315 (ALDH27, código PDB: 4LIH, sin artículo asociado) que tiene un 64 % 

de identidad con la PaKauB según el BLAST realizado en la página del NCBI y que, según 

el criterio enunciado antes, pertenece a la familia ALDH27. Otras AMADHs son diméricas 

como la enzima BADH de Agrobacterium tumefaciens (ALDH9, código PDB: 3R31; sin 

artículo asociado).  

Sin importar su estado de oligomerización, todas estas AMADHs están formadas por 

monómeros de aproximadamente 500 residuos de aminoácidos. Cada monómero, al igual 

que el del resto de las ALDHs, tiene un plegamiento similar en el que se pueden reconocer 

tres dominios: 

Dominio de unión a la coenzima: localizado en la región N-terminal de la proteína, 

presenta un plegamiento tipo Rossmann ligeramente diferente al descrito en las alcohol 

deshidrogenasas (Eklund et al., 1974; Lesk, 1995), debido a que carecen del último motivo 

αβ. En este dominio se une  fuertemente la parte de la adenina mononucleótido del NAD(P)+ 

fijando al dinucleótido al sitio activo de la enzima, mientras que la parte de la nicotinamida 

mononucleótido se une al dominio catalítico y posee mayor flexibilidad conformacional (Liu 

et al., 1997; Steinmetz et al., 1997; Perez-Miller y Hurley, 2003)  

Dominio catalítico: En un asa de este domino se encuentra la cisteína catalítica, por 

lo que su estructura está conservada en todas las ALDHs con estructura tridimensional 

conocida (Muñoz-Clares et al., 2017). Otros residuos importantes para la catálisis y que están 

presentes en este dominio son el glutámico catalítico, que activa la molécula de agua para 

realizar el ataque nucleofílico al tioéster y la asparagina catalítica, la cual junto con el 

nitrógeno amídico de la cisteína catalítica forman la cavidad del oxianión estabilizando la 

carga generada en el intermediario tetraédrico y los residuos que participan en el mecanismo 
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de descarga del protón (lisina y glutámico) (Wang y Weiner, 1995; Hempel et al., 1999; 

Mann y Weiner, 1999, Muñoz-Clares et al., 2015).  

Dominio de oligomerización: es una extensión del dominio de unión a la coenzima y 

permite la formación y estabilización de la unidad dimérica.  

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de la estructura tridimensional de una ALDH 

tetramérica y de una dimérica, así como la organización en tres dominios de cada subunidad. 

 

 

Figura 1. Estructura tridimensional de las enzimas ALDHs. Monómero en donde se observan los 

tres dominios típicos del plegamiento de las ALDHs, a partir del cual se forman estructuras 
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tridimensionales cuya unidad biológica activa puede ser dimérica (aquí ejemplificada con la 

estructura de la BADH de espinaca SoBADH, código PDB: 4A0M) o tetramérica (ejemplificada con 

la estructura de la BADH de Pseudomonas aeruginosa PaBADH, código PDB: 2WME). 

 

II.8. Papel fisiológico de la AMADH PaKauB de Pseudomonas aeruginosa  

 

La enzima PaKauB de P. aeruginosa codificada por el gen PA5312 (PakauB) 

pertenece a la familia ALDH27, exclusiva de bacterias. Esta enzima participa en dos rutas 

del catabolismo de arginina: la ruta de deshidrogenación de D-arginina (Figura 2, Ruta 1) y 

la ruta de descarboxilación de L-arginina (Figura 2, Ruta 2) (Jann et al., 1988). También 

participa en dos rutas del catabolismo de putrescina: la ruta de  transaminación-

deshidrogenación (Figura 2, Ruta 2) (Jann et al., 1988; Chou et al., 2008) y la ruta de 

glutamilación (Figura 2, Ruta 3) (Zhe y Chung-Dar, 2007; Yao et al., 2011). La putrescina 

es una poliamina que puede ser sintetizada a partir de agmatina exógena mediante las enzimas 

agmatina desiminasa y N-CP amidohidrolasa, o a partir de arginina mediante la reacción de 

arginina descarboxilasa seguida de las mismas reacciones que convierten la agmatina en 

putrescina. De igual forma, por análisis genómicos (de eliminación de genes) se ha visto que 

la enzima PaKauB participa en el metabolismo de espermidina produciendo diaminopropano 

y, posteriormente, 3-aminopropionaldehído (APAL) como intermediario, el cual es oxidado 

por PaKauB hasta β-alanina para, finalmente, producir acetil coenzima A (Figura 2, Ruta 4) 

(Yao et al., 2011). Los productos de estos catabolismos se incorporan al ciclo de Krebs y son 

usados por la bacteria como fuente de carbono y energía. La eliminación o mutación del gen 

PakauB hace incapaz a P. aeruginosa de crecer en un medio con putrescina, agmatina, 

diaminopropano, o 2-cetoarginina como única fuente de carbono y nitrógeno (Jann et al., 
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1988), lo que refleja el carácter indispensable de la proteína en el catabolismo de dichas 

fuentes de carbono y nitrógeno. Consistente con estos resultados, el gen PakauB es inducido 

por los mismos compuestos (Jakoby y Fredericks, 1959; Zhe y Chung-Dar, 2007; Yao et al., 

2011). La degradación de poliaminas es importante, debido a que estos compuestos 

policatiónicos  están presentes en todos los organismos vivos, desde arqueas hasta 

eucariontes (Tabor y Tabor, 1985; Morimoto et al., 2010; Moschou et al., 2012) y están 

implicados en una gran e importante variedad de funciones fisiológicas como la síntesis de 

DNA, RNA y proteínas (revisado en Jastrzab et al., 2017). 
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Figura 2. Rutas metabólicas en las que participa la enzima PaKauB. 
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Otro metabolismo en el que podría participar la enzima PaKauB es la degradación 

del glicerol, un compuesto en el que P. aeruginosa es capaz de crecer como única fuente de 

carbono (Siegel y Phibbs, 1979; McCowen et al., 1981), ya que se ha reportado que una 

ALDH de la bacteria Klebsiella pneumoniae participa en el catabolismo de glicerol 

(Subramanian et al., 2010), y encontramos que PaKauB tiene un porcentaje de identidad de 

64.78% con esta enzima, la cual por tanto también es una ALDH27. 

Aún no se tiene muy claro si la expresión del gen PakauB es constitutiva o solamente 

inducible, ya que aunque su región promotora une a un represor transcripcional llamado 

PauR (codificado por PA5301 en el genoma de PAO1), parece que este represor no es 

esencial para la expresión del gen puesto que una cepa mutante nula de pauR no mostró 

ningún defecto de crecimiento aparente con ninguna de las poliaminas ensayadas (Chou et 

al., 2013). Además, este regulador no se encuentra en contexto genómico con el gen PakauB. 

Por otro lado, se ha reportado que el gen PakauB se expresa cuando la bacteria crece en un 

medio con glutamato como única fuente de carbono y nitrógeno (Chou et al., 2008) pero no 

hay reportada ninguna ruta metabólica del glutamato en la que participe PaKauB lo que 

sugiere que PakauB puede ser un gen constitutivo y que la enzima está disponible para 

catalizar la oxidación de aldehídos en diferentes rutas catabólicas, convirtiéndose en una 

enzima de amplia especificidad por el sustrato.  

Inicialmente PaKauB fue identificada como 4-guanidinobutiraldehído 

deshidrogenasa en la utilización de 2-cetoarginina razón por la cual se le asignó el nombre 

de KauB (de ketoarginine catabolism) y como γ-glutamil-γ-aminobutiraldehído 

deshidrogenasa en la degradación de putrescina en E. coli (Kurihara et al., 2005), razón por 

la cual también la han nombrado PuuC (de putrescine catabolism). Estudios más recientes la 

nombran PauC haciendo referencia a la enzima de P. aeruginosa homóloga de PuuC en la 
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ruta de degradación de poliaminas reportada para E. coli (poliamines utilization). Posteriores 

estudios la han propuesto como la única enzima que cataliza la reacción de oxidación de los 

diferentes aldehídos (ABAL, APAL, GLUABAL) intermediarios del metabolismo de 

poliaminas (putrescina, cadaverina, diaminopropano) sin otras enzimas redundantes, aunque 

por medio de alineamientos de secuencia de aminoácidos se ha encontrado que en P. 

aeruginosa existen homólogos de PaKauB con similitud de secuencia muy alta entre sí  

(Chou et al., 2013).  

 

II.9. Generalidades de la bacteria P. aeruginosa 

 

P. aeruginosa es una bacteria gram-negativa, con forma de varilla, monoflagelada. 

Tiene un aspecto verde y olor a uva, debido a la 2-aminoacetofenona producida en las etapas 

tempranas de ciclo de crecimiento de la bacteria, o a tortilla característico de las etapas tardías 

del ciclo de crecimiento. La bacteria crece bien desde 25 °C hasta 37 °C, y su capacidad de 

crecer a 42 °C ayuda a distinguirla de muchas otras especies de Pseudomonas. Su genoma 

consiste en un único cromosoma circular con un tamaño entre 5.5 - 7 Mb, con alto contenido 

de G/C (65-67%). Debido al tamaño de su genoma, P. aeruginosa codifica un gran número 

de enzimas para diversas vías metabólicas, lo que le confiere una alta versatilidad nutricional. 

Además, alrededor del 8% de su genoma codifica genes reguladores, lo que permite a la 

bacteria adaptarse a ambientes de crecimiento complejos  y muy diversos (Wu et al., 2015). 
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II.9.1 Patogenicidad 

 

P. aeruginosa es un microorganismo ubicuo que tiene la capacidad de sobrevivir bajo 

una variedad de condiciones ambientales. Produce enfermedades en plantas y animales, ya 

que codifica numerosos factores de virulencia como los homopolímeros de proteínas pili, o 

los oligosacáridos de LPS que se unen a las células epiteliales del hospedero para iniciar la 

infección. También tiene sistemas de secreción de toxinas y exoenzimas como la proteinasa 

alcalina, la exotoxina A, raminolípido, elastasa y fosfolipasa C que contribuyen a la 

virulencia de la bacteria permitiéndole establecer diversas infecciones. Además, ha 

desarrollado una red reguladora complicada para controlar la expresión temporal de los 

factores de virulencia apropiados para obtener el beneficio de su entorno para la 

supervivencia bacteriana (Wu et al., 2015). 

En humanos, esta bacteria causa serias infecciones urinarias, de córnea, piel o 

pulmón, particularmente en enfermos de fibrosis quística conllevando a la muerte, y es una 

causa importante de morbilidad en pacientes con quemaduras graves o inmunodeprimidos 

como aquellos con SIDA o con cáncer bajo quimioterapia (revisado en Mesaros et al., 2007, 

y en  Savoia, 2014).  

 La mayoría de las cepas de P. aeruginosa producen uno o más pigmentos, incluyendo 

piocianina (azul-verde), pioverdina (amarillo-verde y fluorescente), y piorubina (rojo-

marrón). Se ha sugerido que la piocianina no solo contribuye a la persistencia de la bacteria 

en los pulmones de los pacientes con fibrosis quística, sino que también interfiere con muchas 

funciones de células de mamíferos, incluyendo la respiración celular, el movimiento ciliar, 

el crecimiento de células epidérmicas, y la liberación de prostaciclina de células endoteliales 
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del pulmón. Sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular preciso mediado por la 

piocianina (Wu et al., 2015). 

 

II.9.2 Resistencia a antibióticos 

 

P. aeruginosa es intrínsecamente resistente a varios antibióticos debido a la baja 

permeabilidad de su membrana externa, la expresión constitutiva de varias bombas de 

expulsión y la producción de enzimas inactivadoras de antibióticos (por ejemplo, 

cefalosporinasas) (Sanders y Sanders, 1986). Además, tiene una notable capacidad para 

desarrollar o adquirir nuevos mecanismos de resistencia a los antibióticos. Esto puede estar 

relacionado con el gran tamaño y la versatilidad de su genoma. Estos mecanismos a menudo 

están presentes al mismo tiempo, confiriendo múltiples formas de resistencia a la bacteria 

(revisado en Mesaros et al., 2007, y en Savoia, 2014).  

Por otro lado se ha reportado que cuando la cepa PA1 de P. aeruginosa, la cual tiene 

alto grado de similitud con el genoma de la cepa PAO1, se infecta con un fago llamado PAP1, 

la expresión de varios genes que codifican proteínas usadas en el metabolismo de 

aminoácidos se ven modificados. Uno de los metabolismos afectados es el de arginina, donde 

al parecer la proteína PaKauB aumenta su actividad, pues la concentración del 4-

aminobutirato (GABA), el producto de oxidación del ABAL, se incrementa (Zhao et al., 

2015). Este resultado sugiere que la enzima PaKauB es importante para la defensa y 

supervivencia de la bacteria frente a la infección por un fago, ya que se ha reportado que en 

P. aeruginosa, si se añade GABA al medio de crecimiento, aunque se reduce la formación 

de biopelículas, se incrementa la producción de cianuro de hidrógeno y la virulencia (Dagorn 

et al., 2013). 
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III. HIPÓTESIS 

 

Además de la participación de la enzima PaKauB en las rutas de degradación de 

arginina y poliaminas, oxidando aldehídos intermediarios de estas rutas, pudiera también 

oxidar otros aldehídos y de esta forma participar en otras rutas metabólicas, lo que estaría 

facilitado porque el gen que la codifica  no está asociado a ningún operón.  
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IV. OBJETIVOS 

 

IV.1. Objetivo general 

 

Estudiar la especificidad de la enzima PaKauB por distintos aldehídos para inferir su posible 

participación en diversas rutas metabólicas  

 

IV.2. Objetivos particulares 

 

IV.2.1 Obtener la enzima PaKauB de forma recombinante y purificarla a homogeneidad. 

IV.2.2. Sintetizar aquellos aldehídos que se hayan reportado como sustratos y que no estén 

disponibles comercialmente. 

IV.2.3. Estudiar la especificidad de la enzima PaKauB para los aldehídos reportados como 

sustratos, bajo concentraciones fisiológicas del nucleótido determinando los parámetros 

cinéticos aparentes (V, Km y V/Km) para aquellos aldehídos que puedan ser oxidados por esta 

enzima. 

IV.2.4. Determinar el mecanismo cinético de la enzima con el aldehído sustrato que se 

considere de interés. 

IV.2.5. Obtener la estructura tridimensional de PaKauB 

IV.2.6. Realizar estudios de acoplamiento molecular (“docking”) de los aldehídos usando la 

estructura tridimensional de la enzima PaKauB para explicar la especificidad de la enzima 

por los aldehídos probados. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

V.1. Estrategia experimental 

 

En el Esquema 4 se muestran los pasos experimentales que se siguieron para cumplir 

uno a uno los objetivos propuestos en esta tesis y cuyos métodos se describen a continuación. 

 

 

Esquema 4. Estrategia experimental utilizada. 
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V.2. Clonación del gen PA5312 (PakauB) 

La secuencia del gen PA5312 (PakauB) que codifica la enzima PaKauB de P. 

aeruginosa se obtuvo de la base de datos GenBank (Benson et al, 2005) (Gene ID: 

AAG08697.1). Los oligonucleótidos sentido y antisentido para la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) construidos con base en esta secuencia fueron:  

5’-GGAATTCCATATGACCACCCTGACCCGCG-3’ y  

5’-CCGCTCGAGTCAGAGCTTGATCCAGGTCG-3’, respectivamente.  

El oligonucleótido sentido contiene una secuencia para el sitio de restricción NdeI 

(doble subrayado), un codón de iniciación (ATG), una secuencia de anclaje para que la 

enzima de restricción se una mejor al sitio de reconocimiento (punteado) y una secuencia de 

codificación para seis residuos de aminoácidos de la PaKauB. El oligonucleótido antisentido 

contiene un sitio de restricción XhoI (doble subrayado), una secuencia de anclaje (punteado) 

y una secuencia de codificación para siete residuos de aminoácidos de la PaKauB. 

El DNA genómico de P. aeruginosa PAO1 se utilizó como molde para la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). Para la preparación del DNA genómico se cultivaron células 

de la cepa PAO1 en medio líquido LB durante 16 h a 37 °C y 200 rpm. Luego de este tiempo 

se tomaron alícuotas de 1.5 mL y se centrifugaron durante 4 min a 9,000 rpm; se desechó el 

sobrenadante y se adicionaron 567 µL de amortiguador TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 

8.0), 30 µL de dodecil sulfato sódico (SDS) al 10 % y 3 µL de Proteinase K (Sigma Aldrich, 

EUA) a una concentración de 20 mg/mL. La mezcla se incubó por 1 h a 37 °C. 

Posteriormente, se agregaron 100 µL de NaCl 5 M y 80 µL de una mezcla de bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 10 % (p:v) / NaCl 0.7 M; se mezcló todo fuertemente y se 

incubó por otros 10 min a 65 °C. A continuación, se agregó un volumen igual de 

cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), se mezcló y se centrifugó durante 5 min a 9,000 rpm. 
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El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio al que se agregaron 0.6 volúmenes de 

isopropanol y se mezcló suavemente hasta que el DNA precipitó. El precipitado se transfirió 

a un tubo limpio y se hicieron repetidos lavados con 1 ml de etanol al 70 % (v:v), 

centrifugando a 9,000 rpm por 5 min, desechando el sobrenadante, finalmente, se 

reconstituyó el DNA genómico con agua estéril. 

Para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó como molde el DNA 

genómico de P. aeruginosa a una concentración de 10 ng/µL y la enzima Pfu DNA 

polimerasa (Thermo Scientific, EUA); la amplificación se hizo en 30 ciclos. Cada ciclo 

constó de 5 min de desnaturalización a 95 ºC, 50 s de apareamiento a 70 °C, 3 min de 

extensión a 72 ºC y una extensión final de 10 min a 72 °C. El producto de PCR con la longitud 

de DNA esperada (1,491 pb) se purificó utilizando el  GeneJet PCR Purification Kit (Thermo 

Scientific, EUA) y se digirió con las enzimas de restricción NdeI y XhoI a una temperatura 

de 37 °C, durante 16 h. El producto de la digestión se clonó en un vector de expresión 

pET28b(+) (Novagen, Alemania) (Figura 3), que contiene una región de múltiples sitios de 

restricción en donde se hizo la inserción del gen PakauB usando las enzimas de restricción 

NdeI y XhoI. Este vector también posee un promotor y un terminador transcripcional para la 

RNA polimerasa T7, que produce altos niveles de transcripción en diferentes cepas de E. coli 

como la cepa BL21 Rosetta (DE3), así como un gen que confiere resistencia a kanamicina, 

que se usa como marcador de selección de las bacterias transformadas. La ligación del vector 

pET28b(+) con el gen PakauB se realizó a una temperatura de 22 °C, por 16 h, usando T4 

DNA Ligase Kit (Thermo Scientific, EUA). La construcción resultante, designada como 

pET28b(+)-PakauB, se usó para transformar células de E. coli de la cepa XL10-Gold por 

choque térmico. Las células transformadas se crecieron en placa de manera selectiva por 

medio del factor de resistencia a kanamicina (que se añadió al medio de crecimiento a una 
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concentración de 0,1 mg/mL) contenido en el plásmido. Las colonias que crecieron se 

resembraron en medio líquido LB que contenía kanamicina (0,1 mg/mL) y se incubaron por 

16 h a 37 °C. De este medio se extrajo el plásmido pET28b(+)-PakauB utilizando GeneElute 

Kit (Sigma Aldrich, EUA) y se envió a secuenciar mediante el método de Sanger (Sanger y 

Coulson, 1975) a la Unidad de Síntesis y Secuenciación del IBT, UNAM. 

 

 

Figura 3: Mapa del vector pET28b(+) en el que se clonó el gen PakauB. 

 

Para comprobar la amplificación del gen PaKauB y la digestión del vector pET28b(+) 

con las enzimas NdeI y XhoI, los productos respectivos se sometieron a electroforesis en 

geles de agarosa al 1 % (p/v). Cada gel se preparó por disolución de agarosa en amortiguador 

TAE que contenía Tris 4 mM, acetato de sodio 8 mM, EDTA 100 µM, a pH 7.5 ajustado con 

ácido acético glacial. Posteriormente, se adicionó bromuro de etidio 0.05 µg/mL. Antes de la 
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aplicación de las muestras en el gel, estas se mezclaron en una relación 1:10 con un 

amortiguador de carga que contenía azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 % y glicerol 

50 % (v/v). La electroforesis se corrió en una cámara de electroforesis horizontal Mini-Sub® 

Cell GT (Bio-Rad, EUA) que contenía amortiguador TAE. Las bandas de DNA en  los geles 

se observaron bajo luz UV.  

 

V.3. Sobreexpresión del gen PakauB y producción de la enzima recombinante 

PaKauB en células de E. coli 

 

Luego de comprobar que se contaba con el gen PA5312 (PakauB) clonado en el 

vector de expresión, se transformaron con él células competentes de E. coli de la cepa BL21 

Rosetta (DE3) (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 líquido durante 16 h a 37 °C y 200 rpm. De este cultivo se tomó una alícuota 

de 1.5 mL para inocular 50 mL de medio de LB y se incubó a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar 

un valor de densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0.6 unidades de absorbancia. 

Posteriormente, el cultivo de células se mantuvo a 4 °C en un baño de hielo durante 20 min, 

tras lo cual se centrifugó a 6,000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se decantó y la 

pastilla de células se resuspendió en 10 mL de una solución de CaCl2 100 mM, estéril y fría. 

La mezcla se colocó nuevamente en un baño de hielo durante 20 min y luego se centrifugó a 

6,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se desechó y la pastilla de células se 

resuspendió en 2 mL de cloruro de calcio 100 mM. Finalmente, se adicionó glicerol hasta 

obtener una concentración final de 20 % (v:v) y se hicieron alícuotas de 50 µL que se 

almacenaron a -80 °C para su posterior uso.  
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Para el paso de transformación, se tomó una alícuota de 50 µL de las células 

competentes previamente preparadas y se añadieron 5 µL del plásmido pET28b(+)-PakauB 

(156 ng/µL); la mezcla se dejó en hielo durante 30 min. Luego de este tiempo, el tubo 

conteniendo la mezcla se pasó a un baño térmico a 42 °C durante 40 s e inmediatamente se 

pasó al hielo por 2 min más. Posteriormente, se agregaron 500 µL de medio líquido LB estéril 

y la mezcla se incubó durante 1 h a 37 °C y 200 rpm. Transcurrido este tiempo, las células 

cultivadas se centrifugaron a 3,000 rpm por 2 min, ¾ partes del sobrenadante se desecharon 

y con la parte restante se resuspendió la pastilla de células que quedó. Con esta solución se 

sembraron placas con agar LB que contenían kanamicina a una concentración final de 0.1 

mg/mL. Las placas se incubaron durante 16 h a 37 °C. De las colonias que crecieron se 

tomaron muestras que se cultivaron en medio LB líquido en presencia de kanamicina (0.1 

mg/mL) a 37 °C y 200 rpm. El crecimiento bacteriano se siguió midiendo el cambio en la 

densidad óptica a 600 nm (DO600) hasta que alcanzó un valor entre 0.5 y 0.7 unidades de 

absorbancia. En ese momento se indujo la síntesis de la enzima PaKauB con isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG) 0.1 mM, y se continuó la incubación por 4 horas más. El nivel 

de producción de la enzima se evaluó 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 centrifugó a 5,000 rpm por 15 min. Se separó 

el sobrenadante del precipitado de células y a este último se le adicionó un volumen de 

amortiguador igual al volumen de sobrenadante recuperado. Posteriormente, en los carriles 

del gel de poliacrilamida se aplicó un volumen igual de la solución que contenía el 

precipitado que de la que contenía el sobrenadante. 
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V.4. Purificación a homogeneidad de la enzima PaKauB 

 

El plásmido pET28b(+)-PakauB permitió producir la proteína PaKauB con una 

etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal, lo que facilita su purificación en una columna 

de afinidad a iones níquel. La enzima recombinante PaKauB se purificó a homogeneidad en 

un solo paso mediante cromatografía de afinidad usando una columna Protino® Ni-NTA 

Agarose (Macherey-Nagel, EUA), que se basa en la interacción específica y reversible entre 

la enzima obtenida con una etiqueta de histidinas y el níquel soportado en la resina. Para ello, 

las bacterias, crecidas como se describió anteriormente, se centrifugaron a 6,000 rpm durante 

5 min, a 10 °C, desechando el sobrenadante. El sedimento de células obtenida se resuspendió 

en 10 mL de  un amortiguador de HEPES/KOH 50 mM, KCl 50 mM, glicerol 10 % (v/v,) β-

mercaptoetanol 2 mM a pH 7.0 (amortiguador de extracción) y se obtuvo el extracto crudo 

por ruptura de las células por ultrasonido en intervalos de 45 s encendido y 45 s apagado para 

completar un tiempo total de 15 min de sonicación a una amplitud de 21 %. Posteriormente, 

la solución se centrifugó a 6,000 rpm por 15 min y el sobrenadante se pasó a través de la 

columna de afinidad de 10 mL de volumen de cama, previamente equilibrada y lavada con 

200 mL del amortiguador en el que se rompieron las células (amortiguador de extracción). 

La elución se realizó con imidazol 150 mM en 150 mL de este amortiguador. Durante la 

elución se recogieron fracciones de 10 mL a las que se le determinó la concentración de 

proteína por absorción a λ= 280 nm y su grado de pureza por SDS-PAGE usando un gel de 

poliacrilamida al 12 %. La actividad enzimática de las fracciones se determinó 

espectrofotométricamente a 30 °C, observando la aparición del producto NADH a λ= 340 

nm, de acuerdo al procedimiento descrito en Velasco-García et al. (2000). La reacción se 

inició por adición de 10 µL de la preparación de enzima a 490 µL de una mezcla de reacción 
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que estaba constituida por un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH 8.0, NAD+ 1 

mM y 4-aminobutiraldehído 1.5 mM. Definimos una unidad de actividad enzimática como 

la cantidad de enzima que cataliza la formación de un µmol de NADH por minuto.  

Se unieron aquellas fracciones puras que presentaron mayor actividad enzimática, tras 

lo cual se hicieron lavados repetitivos con el amortiguador en el que se rompieron las células 

usando un filtro Ultra 30 (Millipore, Alemania) para disminuir la concentración de imidazol. 

La actividad específica de la preparación de la enzima PaKauB pura se calculó una vez 

determinada su concentración de proteína, lo que se llevó a cabo espectrofotométricamente 

midiendo su absorción a λ= 280 nm y usando el coeficiente de extinción molar 1.272 g/L ó 

68,660 M-1 cm-1 calculado con base a la secuencia de la proteína en el portal de recursos 

bioinformáticos Expasy mediante la herramienta ProtParam 

(http://web.expasy.org/protparam/). Esta herramienta usa el método descrito por Gill y von 

Hippel (1989), que se basa en la absorción a esta longitud de onda de los residuos aromáticos 

de la proteína. Finalmente, se hicieron alícuotas de 1 mL de la preparación de enzima pura y 

se almacenaron a -80 °C para su posterior uso.  

 

V.5. Determinación del estado oligomérico de la enzima PaKauB 

 

El estado de asociación de la enzima se determinó por cromatografía de exclusión 

molecular (SEC) en una columna Superdex 200 HR-10/30 (Pharmacia Uppsala, Suecia) 

acoplada a un equipo de HPLC (Waters Milford, EUA). La columna se equilibró y se eluyó 

a temperatura ambiente con el amortiguador de extracción a una velocidad de flujo de 1.0 

mL/min. Previamente a la cromatografía, la solución de proteína se pasó por un filtro de 

membrana hidrofílica de PVDF no estéril para jeringa con un poro de 0.22 μm de diámetro 

http://web.expasy.org/protparam/
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(Millipore, Millex-GV, Alemania). La elución se monitoreó siguiendo la absorbancia a 280 

nm. El estándar Gel Filtration Standard (Bio-Rad, EUA) utilizado para la calibración de la 

columna de filtración en gel contenía las proteínas: tiroglobulina de bovino, 670,000 Da; γ-

globulina de bovino, 158,000 Da; ovoalbúmina de pollo, 44,000 Da; mioglobina de caballo, 

17,000 Da y vitamina B12, 1,350 Da. 

 

V.6.  Obtención de los aldehídos libres a partir de sus derivados dietilacetálicos 

 

Los dietilacetales de APAL y ABAL, y el NAD+ se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

Química, S.A. de C.V. (Toluca, México). El dietilacetal de TMABAL se sintetizó siguiendo 

el método descrito abajo. APAL, ABAL y TMABAL se prepararon hidrolizando las 

correspondientes derivados dietilacetálicos siguiendo el método descrito por Flores y Filner 

(1985). La concentración exacta de los aldehídos libres resultantes se determinó en cada 

experimento midiendo la cantidad de NADH producida después de su completa oxidación 

en la reacción catalizada por PaKauB en presencia de un exceso de NAD+. 

 

V.7. Síntesis del dietilacetal del cloruro de 4-trimetilamoniobutiraldehído 

 

Esta síntesis se llevó a cabo con la colaboración del M. en C. Manuel López y del Dr. 

Ignacio Regla del Laboratorio de Síntesis de Fármacos de la FES Zaragoza, UNAM. La 

pureza de los compuestos sintetizados se confirmó por RMN 1H y 13C llevados a cabo por la 

Unidad de Servicios para la Industria y la Investigación (USAII), Facultad de Química, 

UNAM. 
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En un reactor de acero inoxidable de 80 mL, se adicionaron 30 mL de acetonitrilo, 

1.7 g (12.3 mmoles) de carbonato de potasio, 500 mg (3.1 mmoles) de 4-aminobutiraldehído 

dietilacetal y 1.6 g (31 mmoles) de cloruro de metilo. El reactor se cerró con un manómetro 

y se calentó a 50 ºC por aproximadamente 4 horas, observando una presión máxima de 15 

psi. El término de la reacción se verificó por cromatografía en capa fina (CCF) usando como 

fase móvil la mezcla diclorometano-metanol (DCM/MeOH) en una relación 9:1. Finalmente, 

la mezcla de reacción, sin ningún paso adicional de purificación, se concentró hasta sequedad 

en un rotavapor y se secó con alto vacío a temperatura ambiente. Se obtuvieron 650 mg (67.5 

%) del dietilacetal del cloruro de 4-trimetilamoniobutiraldehído completamente puro, 

verificado por resonancia magnética nuclear. RMN 1H (400 MHz, D2O): δ (ppm) 4.59 

(t, J= 5.5 Hz, IH), 3.75 - 3.42 (m, 5H), 3.29 - 3.17 (m, 2H), 1.86 - 1.65, (m, 2H), 1.61 - 1.51 

(m, 2H), 1.10 (t, J= 7.1 Hz, 6H). RMN 13C (100 MHz, D2O): δ(ppm) 100.06 (O-CH-O, C-5), 

63.72 (CH2, C-8), 60.70 (CH2, C-2), 50.54 (CH3, C-9), 50.46 (CH3, C-10), 50.40 (CH3, C-

11), 27.49 (CH2, C-6), 15.50 (CH2, C-1,4), 12.05 (CH3, C-7) 

 

V.8. Ensayo de actividad y determinación de los parámetros cinéticos aparentes V, 

Km y V/Km para sustratos aldehídos 

 

Los ensayos de velocidad inicial (v0) se realizaron espectrofotométricamente a 30 ºC, 

siguiendo la aparición del producto NADH a 340 nm (ε = 6,220 M-1 cm-1) en mezclas de 0,5 

mL constituidas por diferentes concentraciones de los sustratos aldehídos y la coenzima 

NAD+ en un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH 8,0, como se describió en 

Velasco-García et al. (2000). La reacción se inició con la adición de la enzima. Tanto los 

ensayos como las cinéticas de saturación se hicieron por duplicado, utilizando alícuotas de 
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enzima proveniente de dos purificaciones diferentes. Cada punto de la curva se midió por 

duplicado en cada ensayo.  En los estudios de saturación por un aldehído a concentración fija 

del NAD+, o viceversa, los datos de velocidad inicial se ajustaron a la ecuación de Michaelis-

Menten (Ecuación 1), o a la ecuación de Michaelis-Menten que contempla la inhibición por 

sustrato (Ecuación 2): 

 

v0 = V [S]/(Km + [S])      (Ecuación 1), 

 v0 = V [S]/{Km + [S](1 + [S]/KiS)}     (Ecuación 2) 

 

en las que [S] es la concentración del sustrato variable, Km es la concentración del sustrato a 

la que se tiene la mitad de la velocidad máxima, y KiS es la constante de inhibición del sustrato 

variable.  

En los estudios para obtener los patrones de velocidad inicial, los datos de velocidad 

inicial (v0) obtenidos se ajustaron de forma global a la ecuación correspondiente a un 

mecanismo Bi-Bi ordenado en estado estacionario (Ecuación 3).  

 

v0 = V [A] [B] / (Kia Kb + Ka [B] + Kb [A] + [A] [B])  (Ecuación 3), 

 

en la que v0 es la velocidad inicial determinada experimentalmente, V es la velocidad máxima 

estimada, [A] es la concentración de NAD+, [B] es la concentración del aldehído, Ka y Kb son 

las constantes de Michaelis-Menten para NAD+ y el aldehído, respectivamente, y Kia es la 

constante de disociación del complejo E-NAD+.  

Para obtener los patrones de inhibición del producto NADH frente al NAD+ a 

concentración fija del aldehído, los datos de velocidad inicial se ajustaron en forma global a 
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la ecuación de inhibición competitiva (Ecuación 4). Para obtener los patrones de inhibición 

del producto NADH frente a ABAL a concentración fija de la coenzima NAD+, los datos de 

velocidad inicial se ajustaron en forma global a la ecuación de inhibición incompetitiva 

(Ecuación 5).  

 

  v0 = V[A]/{Km(1 + [I]/Kic) + [A]}     (Ecuación 4), 

v0 = V [A]/{Km + [A](1 + [I]/Kii)}     (Ecuación 5), 

 

en las que [I] es la concentración de NADH, Kic es su constante de inhibición competitiva 

frente al NAD+ y Kii es su constante de inhibición incompetitiva frente a ABAL. 

En todos los casos, para los ajustes de los datos de velocidad inicial, se usó el 

programa de cómputo comercial Origin versión 5.0, formulado con el algoritmo de regresión 

no lineal de Marquardt (1963). Para efectos de visualización, con los parámetros cinéticos 

estimados con los ajustes a las respectivas ecuaciones, se construyeron gráficas de dobles 

recíprocos. 

 

V.9. Determinación de la estructura tridimensional de la enzima PaKauB por 

cristalografía y difracción de rayos X 

 

Para su cristalización, la enzima PaKauB pura se concentró a 20 mg/mL usando un 

filtro Ultra 30 (Millipore, Millex-GV, Alemania), y se hicieron lavados exhaustivos con un 

amortiguador de HEPES/KOH 50 mM, pH 7.0, conteniendo 50 mM de KCl, 0,2 mM de 

EDTA, 1 % (v/v) de glicerol y DTT 5 mM. Los cristales de la enzima PaKauB se obtuvieron 

utilizando el método de difusión de vapor en la modalidad de gota colgante en condiciones 
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anaerobias, empleando la condición 22 del kit Cryo (Hampton Research, EUA) que contiene 

acetato de sodio 0.17 M, Tris-HCl 0.085 M a pH 8.5 como amortiguador, glicerol 15 % (v:v) 

y polietilénglicol 4,000 (PEG-4000) 25.5 % (p:v). Las gotas se formaron con 3 μl de la 

solución de proteína más 3 μl de solución precipitante. Las pruebas de cristalización se 

incubaron a 18 °C durante aproximadamente 2 semanas hasta que los cristales, que 

aparecieron en un período de 4 días, alcanzaron su dimensiones máximas. Posteriormente, 

los cristales se congelaron bajo corriente de nitrógeno y los datos de difracción de rayos X 

se obtuvieron en la línea 19ID del Advanced Photon Source, Argonne, Illinois, EUA.  

Los datos obtenidos en el sincrotrón fueron procesados utilizando el programa XDS 

(Kabsch, 2010). El escalamiento de los datos se continuó con el paquete de programas de 

CCP4 (Collaborative, 1994). La determinación de las fases se realizó mediante reemplazo 

molecular por medio del programa Phaser (McCoy et al., 2007), usando como modelo inicial 

la estructura de la γ-glutamil-γ-aminobutiraldehído de Burkholderia cenocepacia J2315 

(código PDB 4LIH). Los diferentes ciclos de afinamiento se realizaron usando Phenix 

(Adams et al., 2010). La inspección visual y las correcciones manuales de la estructura se 

realizaron con el programa Coot (Emsley y Cowtan, 2004).  

Estos experimentos se realizaron con la colaboración de la Dra. Lilian González 

Segura, Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM, quien realizó la colecta 

de los datos, la determinación de la estructura y los ciclos de afinamiento.  
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V.10. Acoplamiento molecular (“docking”) de los posibles sustratos aldehídos con 

la enzima PaKauB 

 

Para realizar el acoplamiento molecular de los aldehídos al sitio activo de la proteína 

PaKauB se utilizó el programa AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010) asociado al software 

Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera). Para ello, se utilizó la estructura cristalográfica 

de la proteína PaKauB como receptor y se mantuvo rígida durante el acoplamiento 

molecular. Los ligandos utilizados correspondían a las estructuras de  diferentes aldehídos 

(ABAL, APAL, LAL, PAL) que contenían los átomos pesados (C, N) y los hidrógenos (H). 

Todas las estructuras de los aldehídos estaban en formato PDB, para ello se dibujaron las 

estructuras utilizando el programa ChemSketch 

(http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/), teniendo cuidado de poner las 

respectivas cargas cuando era necesario, luego se usó la opción 3D Optimization para tener 

las estructuras en forma tridimensional. Los archivos con las estructuras se convirtieron al 

formato PDB usando el programa PyMOL (https://www.pymol.org/). Posteriormente, 

mediante la opción Surface/Binding Analysis de la pestaña Tools del software Chimera, se 

ingresaron las coordenadas de la cisteína catalítica de la enzima (177.41, 58.83, 31.73) que 

correspondía al centro de la caja que cubría el sitio de unión seleccionado para los ligandos 

con un tamaño de 15х15х15 Å. Las opciones de optimización para el receptor y para el 

ligando dadas por el programa no se modificaron. Finalmente se analizaron las 10 poses 

entregadas por el programa y se seleccionó aquella que mostraba mayor concordancia con lo 

reportado en la literatura sobre el mecanismo químico de las ALDHs (revisado en Muñoz-

Clares et al., 2010; Muñoz-Clares et al., 2011). 

http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera
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Para el caso de BAL y TMABAL no se usó el programa AutoDock Vina, sino que se 

hicieron superposiciones con la estructura de la AMADH de E. coli. (código PDB: 1WNB) 

que tiene una molécula de BAL en el túnel de entrada hacia el sitio activo de la enzima. Todas 

las figuras del análisis de la estructura de la proteína y los acoplamientos moleculares se 

hicieron con el software Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera). 

 

http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera
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VI. RESULTADOS 

 

VI.1 Clonación del gen PA5312 (PakauB) 

 

El gen PA5312 (PakauB) constituido por 1,491 pares de bases codifica un polipéptido 

de peso molecular de 53.3 kDa que corresponde a la secuencia de 497 residuos de amino 

ácidos de una subunidad de la enzima aminoaldehído deshidrogenasa PaKauB de P. 

aeruginosa. El gen se clonó a partir del DNA genómico, extraído de la bacteria usando la 

técnica de PCR, y los oligonucleótidos diseñados con base en la secuencia del gen reportada 

en la base de datos NCBI, tal como se describió en la sección de Materiales y Métodos. La 

concentración del DNA genómico extraído se determinó espectrofotométricamente a una λ= 

260 nm y su presencia se confirmó por electroforesis en gel de agarosa (Figura 4). La 

amplificación del gen PakauB a partir del DNA genómico de la bacteria se confirmó por 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 5), en el que se observaron bandas de 

aproximadamente 1,500 pb, que es el valor esperado para este gen.  

 

 

Figura 4. Gel de agarosa mostrando el resultado de la extracción de DNA genómico de la 

bacteria P. aeruginosa. Carriles: 1, marcadores de peso molecular; 2 a 4, DNA genómico obtenido 
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de la bacteria en diferentes extracciones (bandas enmarcadas en amarillo); 5, control negativo de la 

PCR que contenía todas las soluciones y sustratos de la reacción menos el DNA genómico de la 

bacteria.  

 

 

Figura 5. Gel de agarosa mostrando los productos de la amplificación mediante PCR del gen 

PA5312 (PakauB). Carriles: 1, marcadores de peso molecular; 2 a 4, producto amplificado (bandas 

con un tamaño aproximado de 1500 bp enmarcadas en amarillo); 5, control negativo de la PCR en el 

que la mezcla de reacción contenía todas las soluciones y sustratos menos el DNA genómico de la 

bacteria.  

 

El resultado de las digestiones del vector pET28b(+) antes de insertar el gen PakauB 

se muestra en el gel de agarosa de la Figura 6. Luego de comprobar que las digestiones fueron 

exitosas, se procedió a insertar el gen PakauB en el vector pET28b(+) de acuerdo al 

procedimiento descrito en Materiales y métodos. Con el plásmido construido, denominado 

pET28b(+)-PakauB, se transformaron células competentes de E. coli XL10-Gold por medio 

de choque térmico. Se extrajo de ellas el plásmido y se envió a secuenciar, todo ello como se 

describió en la sección de Materiales y métodos. Los resultados de la secuenciación 
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confirmaron que el inserto estaba en marco de lectura y que era el gen PakauB reportado en 

la base de datos NCBI (Gene ID: 877979) sin ningún cambio.  

 

 

Figura 6: Gel de agarosa mostrando los productos de la digestión del vector pET28b(+) antes 

de insertar el gen PaKauB usando las enzimas NdeI y XhoI. Carriles: 1, marcadores de masa 

molecular; 2 y 3, plásmido digerido a una concentración de 12 o 17 ng/µL, respectivamente (bandas 

con un tamaño aproximado de 6,000 bp enmarcadas en verde); 4, plásmido sin digerir a una 

concentración de 148 ng /µL (banda enmarcada en amarillo). Se puede observar el diferente 

corrimiento del DNA del vector pET28b(+) sin digerir en la conformación súper enrollada (carril 4) 

de la conformación lineal del vector digerido (carriles 2 y 3). 

 

VI.2. Sobreexpresión del gen PakauB y producción de la enzima recombinante 

PaKauB en células de E. coli  

 

El plásmido pET28b(+)-PakauB, que consiste en el vector de clonación pET28b(+) 

con el gen PakauB insertado, se usó para transformar células de la cepa E. coli BL21 Rosetta 

(DE3), las que produjeron la proteína PaKauB de forma soluble con alto rendimiento (Figura 
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7, carriles 2 y 3). Los marcadores de masa molecular permitieron identificar la banda de la 

enzima en una posición que corresponde a una masa molecular aproximada de 55 kDa, un 

valor muy próximo al teórico de 53.3 kDa. Tras la purificación de la PaKauB a partir de las 

células de E. coli BL21 Rosetta (DE3) transformadas, la cantidad de proteína pura obtenida 

por litro de cultivo de células fue de 27 mg. 

 

 

Figura 7. Gel SDS-PAGE mostrando la producción de la enzima PaKauB recombinante  en 

células de E. coli BL21 Rosetta DE3 transformadas e inducidas. Carriles: 1, marcadores de masa 

molecular. 2 y 3, precipitado y sobrenadante, respectivamente, del extracto crudo de estas células.  

 

VI.3. Purificación a homogeneidad de la enzima PaKauB 

 

La purificación se llevó a cabo en un solo paso, una cromatografía de afinidad a Ni, 

como se describió en la sección de Materiales y métodos. Tras la cromatografía de afinidad, 

la pureza de la enzima PaKauB eluida de la columna se comprobó al observar una única 

banda de proteína en SDS-PAGE (Figura 8). La actividad específica de la enzima PaKauB 
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pura fue 21.2 U/mg de proteína usando el ABAL (1.5 mM) como sustrato y NAD+ (0.8 mM) 

como coenzima (Tabla 3).  

 

 

Figura 8. Gel SDS-PAGE mostrando el resultado de la purificación de la enzima PaKauB. 

Carriles: 1, marcadores de masa molecular; 2, sobrenadante del extracto crudo (17 µg de proteína 

total aplicados); 3, fracción de proteína no unida a la columna de afinidad (18 µg de proteína total 

aplicados); 4, fracción obtenida tras el lavado de la columna de afinidad (7 µg de proteína total 

aplicados); 5, fracciones 1, 2, 3 y 4 eluídas de la columna de afinidad y reunidas (7 µg de proteína 

total aplicados).  

 

Tabla 3. Resultados de la purificación de la enzima PaKauB mediante cromatografía de 

afinidad. Se inició con 2 L del cultivo de bacterias en fase estacionaria.  
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VI.4. Determinación del estado oligomérico de la enzima PaKauB 

 

La cromatografía de exclusión molecular de la enzima recombinante PaKauB pura 

mostró dos picos (Figura 9), el primero en un tiempo de retención de 11 min con una masa 

molecular de 519 kDa, con mucha menor área respecto al segundo pico que aparece en un 

tiempo de retención de 13.04 min y que es muy simétrico, lo que indica la pureza de la 

proteína que eluye en este pico. De acuerdo a la curva de calibración utilizada (Figura 9, 

inserto), este segundo pico es el de una proteína de 174 kDa, lo que con base a la masa 

molecular del monómero (53.3 kDa) puede corresponder a un trímero o a un tetrámero. Sin 

embargo, no hay a la fecha reportado un cristal de una ALDH que presente una estructura 

cuaternaria trimérica, la que además no es consistente con el arreglo de dímeros o dímero de 

dímeros que presentan estas enzimas. Si se conoce que algunas ALDHs tetraméricas 

presentan este patrón de elución anormal en SEC (Mori et al, 1980; Falkenberg y Strøm, 

1990; Velasco-García et al., 1999), por lo que asumimos que la enzima es tetramérica, lo que 

se confirmó luego al obtener su estructura cristalográfica. El pico de mayor área presentó una 

actividad específica de 21.2 U/mg, mientras que el primer pico no presentó actividad, 

indicando que estos agregados de proteína son inactivos. 



RESULTADOS 
 

66 
 

Figura 9. Perfil de elución de la enzima PaKauB de la cromatografía de exclusión molecular. 

Inserto: curva de calibración de los estándares de masa molecular. La cantidad de proteína total 

aplicada fue 5 mg. La absorbancia a 280 nm está dada en miliunidades de absorbancia (mAU). 

 

VI.5.  Determinación de los parámetros cinéticos aparentes V, Km y V/Km para 

sustratos aldehídos 

 

Después de obtener pura la forma recombinante de la enzima PaKauB se estudió su 

especificidad para tratar de conocer cuál o cuáles aldehídos son los sustratos fisiológicos 

usados por la enzima. Para ello, se usaron aquellos aldehídos que han sido reportados en la 

literatura como sustratos de la enzima PaKauB: ABAL (Jann et al., 1988) y TMABAL 

(Hassan et al., 2008); aldehídos que han sido reportados como sustratos de otras enzimas 

AMADHs bacterianas: 3-APAL (Tanaka et al., 2001), BAL (Nagasawa et al., 1976; Velasco-

García et al., 2006); o aldehídos que son usados por ALDHs de baja especificidad LAL 

(Baldoma y Aguilar, 1987; Watanabe et al., 2008) y PAL (Ho y Weiner, 2005). También se 



RESULTADOS 
 

67 
 

hicieron ensayos cinéticos para determinar cuál es la preferencia de la PaKauB por la 

coenzima, encontrándose que no usa NADP+ como coenzima. Tampoco usa a BAL como 

sustrato; el resto de los sustratos probados si fueron oxidados por la enzima. Las cinéticas de 

saturación por estos aldehídos a una concentración fija de NAD+ de 0.6 mM, que es la 

estimada fisiológica en E. coli (Zhou et al., 2011) se muestran en la Figura 10 y los 

parámetros cinéticos aparentes estimados a partir de estos datos se incluyen en la Tabla 4. 

Igualmente, se hicieron cinéticas de saturación por NAD+ a concentraciones fijas 

subinhibitorias de los aldehídos. Los resultados se muestran en la Figura 11 y en la Tabla 4. 

Las constantes de especificidad aparentes para los aldehídos y para la coenzima se expresan 

como V/Km
aldehído y V/Km

dinucleótido. Las cinéticas de saturación se realizaron como se describió 

en la sección de Materiales y métodos. 
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Figura 10. Curvas de saturación de la enzima PaKauB con los aldehídos como sustrato variable. 

TMABAL (A), ABAL (B), APAL (C), LAL (D) Y PAL (E) como sustratos variables dejando la 

concentración de NAD+ constante a 600 µM. En las gráficas, los puntos son el promedio de los valores 

experimentales obtenidos; las líneas trazadas son las calculadas a partir del mejor ajuste global de 

estos datos a la Ecuación 1 mediante regresión no lineal. Las barras verticales indican la desviación 

estándar del valor promedio de los datos. 
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Figura 11. Curvas de saturación de la enzima PaKauB con NAD+ como sustrato variable 

dejando la concentración de los aldehídos constante y subinhibitoria, TMABAL 200 µM (A), ABAL 

1.5 mM (B), APAL 6 mM (C), LAL 1 mM (D) y PAL 2 mM (E). En las gráficas, los puntos son el 

promedio de los valores experimentales obtenidos; las líneas trazadas son las calculadas a partir del 

mejor ajuste global de estos datos a la Ecuación 1 (B y C) y a la Ecuación 2 (A, D y E) mediante 
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regresión no lineal. Las barras verticales indican la desviación estándar del valor promedio de los 

datos.  

 

Tabla 4. Parámetros cinéticos aparentes de la enzima PaKauB obtenidos con diferentes 

aldehídos. Los valores de los parámetros cinéticos se obtuvieron por el ajuste de los datos 

experimentales mostrados en las Figuras 10 y 11. El símbolo ± indica el error (desviación estándar) 

de los valores estimados. 

 

 

De acuerdo con los valores de V/Km
aldehído aparentes de la Tabla 4, el TMABAL parece 

ser con mucho el mejor sustrato para PaKauB bajo condiciones de concentración de 

coenzima fisiológicas, seguido de ABAL, PAL, LAL y por último APAL, el que tiene un 

valor de V/Km
aldehído dos órdenes de magnitud por debajo de aquel para TMABAL y un orden 

de magnitud por debajo de aquel para ABAL. 
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VI.6  Determinación del mecanismo cinético de PaKauB usando ABAL como 

sustrato 

 

El mecanismo cinético de la enzima PaKauB se investigó determinando los patrones 

de velocidad inicial de las reacciones con ABAL y los patrones de inhibición por el producto 

NADH versus NAD+ y versus ABAL.  

 

VI.6.1 Patrones de velocidad inicial 

  

 Los patrones de velocidad inicial para ABAL (Figura 12) se obtuvieron a 

concentraciones fijas variables del aldehído y subsaturantes para evitar la inhibición por 

sustrato que se presenta a concentraciones altas de este; la concentración de NAD+ se varió 

en un intervalo de 0 a 800 µM, en donde se empezaba a observar la saturación por la 

coenzima. Cuando los datos se graficaron como dobles recíprocos se observó que las líneas 

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 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 Muñoz-Clares, 1993; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000). Los datos 

obtenidos se ajustaron bien a la ecuación correspondiente a un mecanismo cinético Bi Bi 

ordenado en estado estacionario (Ecuación 1) en el que consideramos que NAD+ es el primer 

sustrato que se une a la enzima seguido por el aldehído, igualmente como se ha descrito para 

otras ALDHs (Feldman y Weiner, 1972; Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993; Velasco-

García et al., 2000). Los parámetros cinéticos estimados se incluyen en la Tabla 5. Las 
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constantes de especificidad para la coenzima y para el aldehído se expresan como kcat/Ka y 

kcat/Kb, respectivamente.  

 

 

 

Figura 12. Patrones de velocidad inicial de la reacción de la enzima PaKauB con ABAL. A. 

Gráfica directa. B. Gráfica de dobles recíprocos. La coenzima NAD+ se varió en el intervalo de 10 a 
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800 µM a las concentraciones fijas variables de ABAL:   25,   100,   250,   700 y   1500 µM. En las 

gráficas, los puntos son el promedio de los valores experimentales obtenidos; las líneas trazadas son 

las calculadas a partir del mejor ajuste global de estos datos a la Ecuación 3 mediante regresión no 

lineal. Las barras verticales indican la desviación estándar del valor promedio de los datos. 

 

Tabla 5. Parámetros cinéticos de la enzima PaKauB obtenidos con ABAL como sustrato. Los 

valores de los parámetros cinéticos se obtuvieron por el ajuste de los datos experimentales mostrados 

en la Figura 12. El símbolo ± indica el error (desviación estándar) de los valores estimados. 

 

 

VI.6.2 Patrones de inhibición por producto 

  

Para investigar más a fondo el mecanismo cinético de la enzima PaKauB, tomando 

como ejemplo la reacción de oxidación de ABAL, se realizaron estudios de inhibición por el 

producto NADH frente a NAD+ dejando ABAL constante a 700 µM, una concentración que 
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es aproximadamente igual a su Km, así como estudios de inhibición por NADH frente a 

ABAL dejando NAD+ constante a 60 µM, igualmente una concentración que es muy próxima 

a su Km (ver los datos de la Tabla 5). Los parámetros cinéticos estimados a partir de los 

resultados de velocidad inicial obtenidos se presentan en la Tabla 6. Las constantes de 

afinidad aparentes para ABAL y NAD+ se expresan como Km y las constantes de inhibición 

por NADH se expresan como Ki. Las cinéticas de saturación se realizaron como se describió 

en la sección de Materiales y métodos.  

Los datos de los patrones de inhibición de NADH frente a NAD+ se ajustaron bien a 

la Ecuación 4 correspondiente a una inhibición competitiva (Figura 13), indicando que el 

NAD+ y el NADH se unen al mismo subsitio del sitio activo y a la misma forma de la enzima, 

que consideramos que es la enzima libre. Los datos de inhibición del NADH frente a ABAL 

se ajustaron a la Ecuación 5 que corresponde a una inhibición incompetitiva (Figura 14), lo 

que indica que el NADH se une a una forma de la enzima que no está unida por pasos 

reversibles con la que une al ABAL. En conjunto, estos resultados parecen sugerir que el 

mecanismo cinético pudiera ser ordenado pero con ABAL uniéndose antes que NAD+, como 

se discutirá más adelante.  
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Figura 13. Patrones de inhibición por NADH con respecto a NAD+ de la enzima PaKauB. A. 

Gráfica directa. B. Gráfica de dobles recíprocos. La coenzima NAD+ se varió en un intervalo de 10 a 

400 µM a una concentración fija de ABAL de 700 µM y a las concentraciones fijas variables de 

NADH:   0,   25,   50,   75,   100 µM. En las gráficas, los puntos son el promedio de los valores 

experimentales obtenidos; las líneas trazadas son las calculadas a partir del mejor ajuste global de 
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estos datos a la Ecuación 4 mediante regresión no lineal. Las barras verticales indican la desviación 

estándar del valor promedio de los datos. 

 

 

 

Figura 14. Patrones de inhibición por NADH con respecto a ABAL de la enzima PaKauB. A. 

Gráfica directa. B. Gráfica de dobles recíprocos. El aldehído ABAL se varió en un intervalo de 25 a 

1,500 µM a una concentración fija de NAD+ de 60 µM y a las concentraciones fijas variables de 
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NADH:    0,   25,   50,   100 µM. En las gráficas, los puntos son el promedio de los valores 

experimentales obtenidos; las líneas trazadas son las calculadas a partir del mejor ajuste global de 

estos datos a la Ecuación 5 mediante regresión no lineal. Las barras verticales indican la desviación 

estándar del valor promedio de los datos. 

 

Tabla 6. Constantes de inhibición por el producto NADH frente a NAD+ y ABAL en la reacción 

NAD+-dependiente de la enzima PaKauB. Los valores de los parámetros cinéticos se obtuvieron 

por el ajuste de los datos experimentales mostrados en las Figuras 13 y 14. Los valores de Km son 

aparentes. El símbolo ± indica el error (desviación estándar) de los valores estimados.  

 

 

Alternativamente, la inhibición por ABAL que se presenta a altas concentraciones 

pudiera ser responsable de este comportamiento. Para explorar si esta inhibición se 

incrementaba en presencia de NADH, se hizo el experimento cuyo resultado se muestra en 

la Figura 15. Para ello, se hicieron curvas de saturación de la PaKauB con ABAL dejando 

NAD+ constante a una concentración de 60 µM, que es una concentración cercana a su Km 

(ver Tabla 5), en ausencia  de NADH (curva azul) o en presencia de una concentración 

constante de NADH de 100 µM (curva verde).  

Los parámetros cinéticos estimados a partir de los resultados de velocidad inicial 

obtenidos se presentan en la Tabla 7. Las constantes de disociación aparente para los sustratos 
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se expresan como Km y la constante de inhibición por sustrato se expresa como KiS. Las 

cinéticas de saturación se realizaron como se describió en la sección de Materiales y métodos.  

 

 

Figura 15. Curvas de saturación de la enzima PaKauB con ABAL a NAD+ constante a una 

concentración de 60 µM. Los símbolos y la curva magenta muestran la saturación en ausencia de 

NADH y los símbolos y la curva cian oscuro la saturación en presencia de una concentración 

constante de NADH de 100 µM. Los puntos son los valores experimentales obtenidos y las líneas 

trazadas sobre ellos son las calculadas a partir del mejor ajuste de estos datos mediante regresión no 

lineal a la Ecuación 2. Las barras verticales indican la desviación estándar del promedio de los 

experimentos. Nótese que antes de alcanzarse la V la velocidad empieza a disminuir por efecto de la 

inhibición por altas concentraciones de sutrato. Las líneas punteadas son curvas de saturación 

simuladas usando la ecuación que no considera inhibición por sustrato (Ecuación 1) y los parámetros 

V y Km estimados por medio de la Ecuación 2. 
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Tabla 7. Constantes cinéticas aparentes de la enzima PaKauB estimadas en cinéticas de 

saturación por ABAL en ausencia y en presencia de NADH 100 µM. Los valores de los parámetros 

se obtuvieron por medio de un ajuste de los datos de velocidad inicial mostrados en la Figura 15 a la 

Ecuación 2, que corresponde a la ecuación de Michaelis-Menten que contempla inhibición por 

sustrato. El símbolo ± indica el error (desviación estándar) de los valores estimados. 

 

 

Al comparar las dos curvas de saturación y los parámetros cinéticos estimados, se 

observa que la inhibición por sustrato aumenta significativamente cuando el ensayo se hace 

en presencia de NADH y la Km aparente para el ABAL disminuye. Esto es consistente con la 

propuesta de que el mecanismo de inhibición por sustrato de PaKauB sea como el propuesto 

para la BADH de amaranto (Vojtechová et al., 1997), en el que el sustrato se puede unir al 

complejo E-NADH dando lugar a un complejo no productivo E-NADH-ABAL. Por tanto, la 

inhibición por sustrato aumenta cuanto mayor es la concentracion del complejo E-NADH. 

Además, este resultado nos ayuda a interpretar los datos del patrón de inhibición de NADH 

frente a ABAL. 

Cuando se dibujan las gráficas de dobles recíprocos utilizando los datos 

experimentales de la Figura 15 y los parámetros cinéticos estimados, se obtiene un patrón de 

líneas paralelas (Figura 16A) como corresponde a la inhibición de tipo incompetitiva. Pero 

si las líneas se dibujan considerando los parámetros cinéticos estimados con los datos 

experimentales y no teniendo en cuenta la inhibición por sustrato, el patrón que se obtiene es 
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el intersectante característico de una inhibición mixta (Figuras 16B). Esto apoya nuestra 

suposición de que, en ausencia de la inhibición por el sustrato aldehído, los patrones de 

inhibición por NADH frente a ABAL habrían mostrado la inhibición mixta consistente con 

el mecanismo Bi Bi Ordenado en estado estacionario en el que el NAD+ es el primer sustrato 

en unirse a la enzima y el NADH el último producto en liberarse. 

 

 

Figura 16. Efecto del NADH sobre la inhibición por sustrato de la enzima PaKauB por ABAL. 

Gráfica de dobles recíprocos de los datos de velocidad inicial obtenidos experimentalmente. (A) Los 

puntos son los valores experimentales mostrados en la Figura 15; las líneas trazadas sobre los puntos 

son las teóricas obtenidas si el ajuste de los datos de velocidad inicial se hace a la ecuación que 

contempla la inhibición por sustrato, como en la Figura 15. Nótese la desviación de los puntos 

experimentales de la recta a altas concentraciones del sustrato, lo que es característico de la inhibición 

por sustrato. (B) Comparación entre las líneas obtenidas en (A) (líneas continuas) y las líneas que se 

obtendrían con los parámetros cinéticos estimados y si no se considera la inhibición por sustrato 

(líneas punteadas). Los colores de los puntos y líneas son iguales a los mostrados en la Figura 15: 

magenta en ausencia y cian oscuro en presencia de100 µM NADH. 
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Por tanto, estos resultados apoyan que la inhibición incompetitiva, obtenida en los 

patrones de inhibición donde se varió el aldehído a concentraciones fijas variables de NADH, 

es el resultado de la inhibición por sustrato que se hace más acusada por la presencia de 

NADH. Esto hace que a las altas concentraciones de ABAL se obtengan valores más bajos 

de velocidad inicial que los que se deberían obtener si no existiera la inhibición por sustrato, 

dando como resultado un patrón de curvas paralelas en lugar del patrón de líneas que se 

cruzan.  

 

VI.7. Determinación de la estructura tridimensional de la enzima PaKauB por 

cristalografía y difracción de rayos X 

 

La estructura tridimensional de la enzima PaKauB fue obtenida a 2.55 Å de 

resolución. El cristal pertenece al grupo espacial C121 y contiene cuatro subunidades en la 

unidad asimétrica que corresponde a la unidad biológica de la enzima. El modelo final en 

breve será sometido al PDB. Todos los datos estadísticos de la colecta y el refinamiento se 

resumen en la Tabla 8. 
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Tabla 8. Estadística de los cristales y del refinamiento del modelo de la estructura 

tridimensional de la enzima PaKauB 

Estadística de la colecta de datosa  

Grupo especial C121 

Dimensiones de la celda  

a, b, c (Å) 177.64, 93.81, 128.86 

α, β, γ (º) 90.00, 92.28, 90.00 

Contenido en la unidad asimétrica tetrámero 

Intervalo de resolución (Å) 47.18 (2.55) 

Reflexiones únicas 432,312 (68,752) 

Integridad (%) 99.4 (99.7) 

I/σ – Mean I/σ (I) 4.5 (1.8)-10.5 (4.4) 

Rmerge (%) 11.1 (37.0) 

CC1/2 0.99 (0.88) 

Multiplicidad 6.3 (6.4) 

Coeficiente de Matthews  2.52 

Contenido de solvente (%) 51.22 

 
Afinamiento 

 

Rwork(%) 16.18 

Rfree (%) 21.93 

Valores B promedio (Å2) 24.90 

Ramachandran plot (%)  

Regiones más favorecidas 
Regiones adicionales permitidas 
Regiones no permitidas 

95.33 
3.46 
1.21 

  
aValores entre paréntesis corresponden a la franja de alta resolución. 
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Los cristales de la enzima, como muchas de las ALDHs de estructura 3D conocida, 

están constituidos por homotetrámeros, que son dímeros de dímeros (Figura 17A). En cada 

subunidad del tetrámero se encuentran los tres dominios característicos del plegamiento de 

las enzimas de la superfamilia de las ALDHs (Liu et al., 1997): dominio de oligomerización, 

dominio de unión a la coenzima y dominio catalítico en el que se encuentra el sitio catalítico 

de la enzima (Figura 17B).  

 

 

Figura 17. Representación como lazos de la estructura tridimensional de la enzima PaKauB 

obtenida por cristalografía y difracción de Rayos X. A. Plegamiento y elementos de la estructura 

secundaria del tetrámero mostrando en lazos de colores las cuatro subunidades. B. Monómero de la 

subunidad B en donde se muestra el dominio de unión a la coenzima en amarillo, el dominio catalítico 

en magenta y el dominio de oligomerización en verde. La región del sitio catalítico está indicada por 

el círculo negro. 
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En las cuatro subunidades de la estructura encontramos a la cisteína catalítica 

(Cys302) en la conformación llamada “de descanso” y al Glu catalítico (Glu267) en la 

conformación “intermedia” (González-Segura et al., 2009). Encontramos también tres 

residuos aromáticos (Phe169, Trp176 y Phe467) que corresponden a los que forman la caja 

de aromáticos descrita en otras AMADHs (Díaz-Sánchez et al., 2012; Riveros-Rosas et al., 

2013), y que ayudan a la unión del sustrato aminoaldehído en el sitio activo mediante 

interacciones catión-π. La asparagina catalítica (Asn168) está en la posición observada en el 

resto de los cristales de ALDHs reportados a la fecha, posición que le permite junto con el 

nitrógeno amídico de la Cys302 formar la cavidad del oxianión, ayudando a la estabilización 

del oxígeno cargado negativamente que se genera cuando se da el ataque nucleofílico de la 

cisteína catalítica al carbono carbonílico del sustrato (Figura 18).  

 

 

Figura 18. Sitio activo de la enzima PaKauB. Se muestran la Cys302 catalítica en la conformación 

“de descanso”, la Asn168 catalítica y el residuo de Glu267 catalítico en la conformación “intermedia”. 

Los residuos Phe169, Trp176 y Phe467 forman la caja de aromáticos descrita en otras AMADHs. Los 
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residuos de aminoácidos se muestran en varillas coloreadas por átomos (carbonos en cian, nitrógenos 

en azul, oxígenos en rojo, azufres en amarillo).  

 

En cuanto al sitio de unión a la coenzima, PaKauB posee un residuo de glutámico 

(Glu194) en la posición equivalente a la 195 de la ALDH2 y un residuo de tirosina (Tyr223) 

en la posición equivalente a la 223 en ALDH2,  que como ya se mencionó son las posiciones 

que determinan la especificidad por NAD+ o NADP+. En este caso, la presencia de dichos 

residuos es consistente con el uso exclusivo de NAD+, ya que no podría unir al NADP+, lo 

que concuerda con los datos experimentales descritos en la sección de Resultados. El que no 

una al NADP+ se debe a las repulsiones electrostáticas y estéricas entre el grupo carboxilo de 

la cadena lateral del Glu194 y el grupo 2´-fosfato de la ribosa de la adenosina del NADP+. 

La cadena lateral voluminosa de la Tyr223 impide el movimiento de la cadena lateral de 

Glu194 para dejar espacio al grupo 2’-fosfato del NADP+, de manera que Glu194 solo pueda 

interactuar con el grupo 2’-OH de la ribosa de la adenosina del NAD+, que es más pequeño. 

En la Figura 19A, se muestra la superposición de la enzima SoBADH (código PDB: 4A0M) 

que se cristalizó con la coenzima NAD+ con la estructura cristalográfica de la enzima 

PaKauB para inferir las posibles interacciones que ocurren en el sitio de unión del NAD+ de 

la PaKauB. Mientras que en la Figura 19B, se muestra la superposición de la enzima 

PaBADH  (código PDB: 2WOX) que se cristalizó con la coenzima NADP+ con la enzima 

PaKauB para mostrar que el grupo 2’-OH del NADP+ choca con el residuo Glu194 de la 

PaKauB, razón por la cual no puede usar este nucleótido. 
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Figura 19. Sitio de unión de la coenzima NAD+ y NADP+ de la enzima PaKauB. A. Superposición 

de la estructura cristalográfica de la enzima SoBADH (familia ALDH10) con NAD+ unido (código 

PDB 4A0M) y la estructura cristalográfica de PaKauB. B. Superposición de la estructura 

cristalográfica de la enzima PaBADH (familia ALDH9) con NADP+ (código PDB: 2WOX) y la 

estructura cristalográfica de PaKauB. Las cadenas laterales de los aminoácidos están dibujadas como 

varillas coloreadas por tipo de átomo (oxígenos en rojo, nitrógenos en azul) y las cadenas principales 

como lazos con los átomos de carbono coloreados de acuerdo a la proteína mostrada (cian para 

PaKauB, lila para SoBADH y verde para PaBADH). Los carbonos de las coenzimas se muestran en 

gris, fósforos en naranja, oxígenos en rojo y nitrógenos en azul.  
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VI.8. Acoplamiento molecular (“docking”) de los posibles sustratos aldehídos con 

la enzima PaKauB 

 

Los resultados del acoplamiento molecular hecho con los diferentes aldehídos 

sustratos probados en esta tesis (ABAL, APAL, PAL y LAL) se muestran en la Figura 20. 

Se seleccionaron aquellas poses que concordaban con lo reportado en la literatura sobre el 

mecanismo químico de las ALDHs (revisado en Muñoz-Clares et al., 2010; Muñoz-Clares et 

al., 2011) en el que el oxígeno del aldehído estuviera a distancia accesible por puentes de 

hidrógeno con el nitrógeno amídico de la cadena principal de la Cys302 y el nitrógeno 

amídico de la cadena lateral de la Asn168 catalítica. En los casos del acoplamiento molecular 

con ABAL, APAL y PAL encontramos al átomo de oxígeno del grupo carbonilo del aldehído 

a una distancia apropiada para su unión por puente de hidrógeno con la cadena lateral del 

residuo de Asn168 y el grupo amídico de la cadena principal de la cisteína catalítica Cys302, 

los cuales forman la cavidad del oxianión. En el caso de LAL, solo se observó la posibilidad 

de un puente de hidrógeno con la cadena lateral de la Asn168, pero una ligera rotación 

permitiría formar los dos puentes de hidrógeno necesarios para la catálisis.  

También, se puede observar que los aldehídos que tienen un grupo amino en su 

estructura (ABAL, APAL) son estabilizados mediante interacciones catión-π entre dicho 

grupo amino y los residuos aromáticos del sitio activo, especialmente con la Phe467. 

Además, el nitrógeno del grupo amino y el hidrógeno del grupo hidroxilo de la cadena lateral 

del residuo de treonina Thr303 están a distancia de puente de hidrógeno. Por otro lado, los 

sustratos que no poseen un grupo amino en su estructura como el LAL y el PAL, no hacen 

interacciones catión-π con residuos aromáticos, aunque el grupo hidroxilo del LAL si parece 

que puede formar un puente de hidrógeno con la Thr303.  
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Figura 20. Acoplamiento molecular (“docking”) de aldehídos sustratos en el sitio activo de la 

enzima PaKauB. Se muestran las posiciones más favorables de los aldehídos dada por el programa 

y los residuos posiblemente involucrados en la unión de estos aldehídos en el sitio activo. Además, 

se muestran los puentes de hidrógeno (líneas punteadas negras) entre el oxígeno del grupo carbonilo 

con el nitrógeno amídico de la cadena lateral de la Asn168 y el nitrógeno amídico de la cadena 

principal de la Cys302 catalíticas, así como entre la Thr303 y los grupo amino de los aldehídos ABAL, 

APAL y el grupo hidroxilo de LAL. También, se muestran las interacciones catión-π (líneas 

punteadas rojas) entre los grupos amino de ABAL y APAL con el residuo de la caja de aromáticos 

Phe467. Los aldehídos se muestran en varillas y con superficie de van der Waals coloreada por tipo 

de átomo (carbonos en gris, nitrógenos en azul, oxígenos en rojo). Para los residuos de aminoácidos 
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de la enzima PaKauB los carbonos se muestran en cian, nitrógenos en azul, oxígenos en rojo, 

hidrógenos en blanco y azufres en amarillo. Las distancias están en ángströms. 

 

Cuando se hicieron los estudios de acoplamiento molecular con BAL y la enzima 

PaKauB, no se obtuvieron resultados acordes con lo observado experimentalmente, pues la 

molécula de BAL se ajustaba muy bien en el sitio catalítico de la enzima pero, como ya se 

mencionó,  este aldehído no presentó actividad con PaKauB. Por lo tanto, se procedió a 

comparar la estructura de PaKauB con las estructuras conocidas de otras AMADHs que sí 

presentan actividad con BAL para saber si había alguna diferencia estructural que pudiera 

ser responsable de estas discrepancias. En la Figura 21, se muestra la sobreposición de la 

estructura tridimensional de la enzima PaKauB con las enzimas YdcW de E. coli (código 

PDB: 1WNB, Gruez et al., 2014), PaBADH de P. aeruginosa (código PDB: 2WME, 

González-Segura et al., 2009), SoBADH de espinaca (código PDB:4A0M, Díaz-Sánchez et 

al., 2012), BADH de hígado de bacalao (código PDB: 1A4S, Johansson et al., 1998) y la 

BADH de Staphylococcus aureus (código PDB: 4NU9, Halavaty et al., 2015). Todas ellas 

pueden usar a BAL como sustrato (Weretilnyk y Hanson, 1989; Falkenberg y Strøm, 1990; 

Hjelmqvist et al., 1999; Velasco-García et al., 1999, 2006; Chen et al., 2014) 

En la estructura cristalográfica de PaKauB se observa, que un residuo de aspártico 

(Asp459) está expuesto al solvente, justo en la entrada del túnel del aldehído, debido al 

impedimento estérico que se genera entre el grupo carboxilo de este en las conformaciones 

permitidas para este residuo y el grupo hidroxilo de la cadena lateral del residuo de tirosina 

Tyr458, el que está fijo en su posición por interacciones con otros residuos de la proteína. De 

esta forma, se imposibilita el acceso de BAL al sitio catalítico, debido a que su grupo 

trimetilamonio choca con la cadena lateral de Asp459. Esto explica nuestro hallazgo 
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experimental de que BAL no es usado como sustrato por la enzima PaKauB. En la AMADH 

de YcdW de E. coli (Figura 21A) hay un residuo de fenilalanina (Phe436) en la posición 

equivalente al Asp459 de PaKauB, que al igual que el residuo de histidina (His448) de la 

enzima de S. aureus (Figura 21D), hace interacciones catión-π con un residuo de histidina 

(His435) en el caso de la enzima de E. coli , o con un residuo de fenilalanina (Phe447) en el 

caso de la enzima de S. aureus; debido a estas interacciones, estas cadenas laterales no 

sobresalen en el túnel de entrada del aldehído y no bloquean el acceso de BAL al sitio 

catalítico. En la enzima de espinaca SoBADH (Figura 21B) un residuo de glutamina (Gln448) 

en la posición equivalente al Asp459 de PaKauB deja espacio en el túnel para la entrada de 

BAL, debido a que su cadena lateral forma  un puente de hidrógeno con el grupo hidroxilo 

de la serina Ser447, que es el residuo en la posición equivalente a la de Tyr458 de PaKauB. 

En el caso de la enzima PaBADH (Figura 21C), hay una glicina (Gly445) en la posición 

equivalente al Asp459 de PaKauB, lo que también deja suficiente espacio para la entrada de 

BAL. Finalmente, en la BADH de bacalao (GcBADH) el residuo expuesto al túnel del 

aldehído es una serina (Ser458) cuya cadena lateral hace interacciones OH-π con el anillo 

aromático de la Tyr457, dejando así espacio para la entrada del voluminoso grupo 

trimetilamonio de BAL. Además, es interesante que ninguno de los residuos de las enzimas 

con actividad BADH que ocupan la posición equivalente a la del Asp459 de la PaKauB 

poseen carga, lo cual puede sugerir que además del impedimento estérico ya mencionado, la 

carga de este residuo también pudiera impedir el paso del grupo trimetilamino por 

interacciones electrostáticas. Aunque, de ser este el caso, se esperaría que ABAL y APAL 

también fuesen retenidos por el Asp459 ya que su grupo amino primario posee una densidad 

de carga positiva incluso mayor que la del trimetilamonio. 
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Figura 21.  Superposición de la estructura del túnel de entrada del aldehído de la enzima 

PaKauB con el de enzimas que presentan actividad BADH. Los residuos Asp459 y Tyr223 en 

PaKauB están sustituidos por  Phe436 y Tyr435 en la enzima YdcW de E. coli (A); Gln448 y Ser447 

en la SoBADH (B); Gly445 y Trp444 en la PaBADH (C); His448 y Phe447 en la SaBADH (D); 

Ser458 y Tyr457 en GcBADH (E). Nótese que el impedimento estérico para el paso del BAL hacia 

el sitio activo solo se da en la enzima PaKauB. En los cinco paneles se muestra la molécula de BAL 

en superficie de van der Waals coloreada por átomo (carbonos en gris, oxígeno en rojo, nitrógeno en 
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azul) y las cadenas laterales de los aminoácidos como varillas coloreadas por átomo (oxígenos en 

rojo, nitrógenos en azul);  las cadenas principales se muestran como lazos con los átomos de carbono 

coloreados de acuerdo a la proteína mostrada (cian para PaKauB, magenta para YcdW, púrpura para 

SoBADH, salmón para PaBADH, gris para SaBADH y verde para GcBADH).  

 

Con el fin de investigar las razones estructurales por las cuales la enzima PaKauB sí 

utiliza eficientemente TAMABAL a pesar de que no utiliza BAL y los dos sustratos poseen 

el grupo trimetilamonio, se compararon las dos moléculas (BAL y TMABAL) colocándolas 

en el túnel de entrada del aldehído hacia el sitio catalítico de la enzima (Figura 22). Al 

parecer, los dos carbonos extras que posee la molécula del TMABAL son suficientes para 

que el carbono carbonílico pueda acercarse a la cisteína catalítica y que ocurra la reacción 

sin que el grupo trimetilamonio tenga que pasar más allá del Asp459. En el caso de BAL por 

tener una cadena alifática más corta, el grupo carbonilo queda muy lejos de la Cys302 y no 

puede ser atacado por esta. 

 

 

Figura 22. Simulación de la posición de BAL y TMABAL en el túnel de entrada del aldehído en 

la enzima PaKauB. Se muestran los aldehídos BAL (A) y TMABAL (B) con su grupo 
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trimetilamonio detenido por el residuo Asp459 en el túnel de entrada al sitio catalítico. Nótese la 

diferencia en la distancia entre la cisteína catalítica y el grupo carbonilo de cada aldehído. Los dos 

carbonos adicionales que tiene el TMABAL permiten un acercamiento suficiente entre la cisteína 

catalítica Cys302 en su conformación de “ataque” y el grupo carbonilo para que inicie la reacción. 

Las distancias están en ángströms. Las moléculas de los aldehídos se muestran en superficie de van 

de Waals de color gris. Las cadenas laterales de los residuos de la proteína que estrechan el túnel de 

entrada del aldehído y la cisteína catalítica en sus dos conformaciones (“en descanso” y “en ataque”) 

se muestran en superficie de Van der Waals con una transparencia del 20% y en barras coloreadas 

por átomo (carbonos en cian, oxígenos en rojo, nitrógeno en azul, azufre en amarillo). La cadena 

principal de la proteína se muestra en lazos con los átomos de carbono coloreados en cian.  
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VII. DISCUSIÓN 

 

VII.1. Posibles papeles fisiológicos de la enzima PaKauB de acuerdo a los 

parámetros cinéticos obtenidos con los sustratos aldehídos 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo, confirman que el gen PA5312 PakauB 

perteneciente a la bacteria P. aeruginosa PAO1 codifica una enzima con actividad 

aminoaldehído deshidrogenasa que de acuerdo a los estudios reportados por Julián-Sánchez 

et al. (2007) pertenece a la familia ALDH27. Los resultados de la actividad específica 

reportada por Jann et al. (1988) quienes le confirieron la actividad aminobutiraldehído 

deshidrogenasa a esta enzima son mayores a los datos de la actividad específica encontrada 

por nosotros. Sin embargo, los datos no son comparables debido a la diferencia en las 

condiciones de pH y temperatura a las que se realizaron los ensayos y a que ellos los hicieron 

con los extractos crudos de cultivos de bacterias de P. aeruginosa creciendo sobre arginina 

y poliaminas y nosotros los hicimos con la enzima recombinante y pura. Por otro lado, estos 

son los primeros datos que muestran que la enzima PaKauB puede oxidar aldehídos alifáticos 

sin y con diferentes sustituyentes en su estructura como el grupo trimetilamonio y el grupo 

hidroxilo.  

De acuerdo a los resultados de la caracterización cinética realizada en este trabajo, el 

sustrato preferido por PaKauB a las concentraciones fisiológicas de NAD+ en la bacteria 

(Zhou et al., 2011) es el TMABAL con una constante de especificidad aparente de 0.40 µmol 

. min-1. mg proteína-1. µM-1. Su Km aparente es 164 µM, un valor menor que los de la Km de 

ABAL y APAL, a pesar de que estos aldehídos pueden entrar completamente al sitio activo 

de la enzima a diferencia de TMABAL cuyo grupo trimetilamonio es detenido por el residuo 
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de Asp459 en la entrada del túnel. Parece ser que la interacción entre el TMABAL y el 

residuo Asp459, que encontramos en la simulación de acoplamiento molecular, permite 

mantener unida la molécula del TMABAL en una posición estable y favorable para que se 

lleve a cabo la catálisis, mientras que las moléculas de ABAL y APAL tienen más posibilidad 

de moverse en el sitio activo lo que puede disminuir tanto su constante de afinidad como la 

V. Sin embargo, al comparar las constantes cinéticas aparentes obtenidas con ABAL y con 

APAL, vemos que estas son muy diferentes a pesar que sus estructuras solo difieren en el 

tamaño de su cadena alifática por un carbono. Estos resultados, de igual forma se pueden 

analizar con base en la interacción observada en los respectivos acoplamientos moleculares 

de los aldehídos con el residuo Asp459, el cual está a una distancia de 3.0 Å del grupo amino 

del ABAL mientras que está a 4.8 Å del APAL; es decir el ABAL puede formar un puente 

de hidrógeno con el Asp459 lo que no sucede con el APAL por tener una cadena alifática 

más corta. Esto  sugiere que, de forma análoga al TMABAL, esta interacción mantiene unida 

la molécula de ABAL en una posición más estable y favorable para que se lleve a cabo la 

catálisis respecto a la molécula de APAL, pero menos favorable respecto a la molécula de 

TMABAL. De igual forma las moléculas de LAL y PAL aunque presentan los valores de Km 

aparentes más bajos de los aldehídos aquí ensayados, sus V aparentes son bajas, sugiriendo 

que al igual que ABAL y APAL no son estabilizados en el sitio activo en la forma más 

productiva, lo cual concuerda con los resultados del acoplamiento molecular en el que 

presentan un menor número de interacciones con la proteína.  

Su especificidad relativamente amplia por sustratos aldehídos parece indicar que 

PaKauB es una enzima que puede participar en diversas rutas metabólicas, razón por la cual 

no se encuentra en un contexto genómico específico de ninguna de ellas. Además, todos los 

sustratos que usa PaKauB son intermediarios de rutas catabólicas inducibles como la 
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degradación de arginina y de poliaminas (Jann et al., 1988), e incluso se puede proponer que 

en la degradación de lisina que es mediada por la lisina descarboxilasa en una ruta que 

contempla la poliamina cadaverina y el 5-aminopentaldehído como intermediarios 

(Yamanishi et al., 2007; Indurthi et al., 2016) ya que P. aeruginosa cuenta con estas enzimas 

en su genoma (Figura 23, Ruta 7), sería interesante probar el 5-aminopentaldehído como 

sustrato de PaKauB en futuros estudios. Además, nuestros resultados sugieren que la enzima 

puede participar en el metabolismo de L-ramnosa o L-fucosa para dar lactaldehído y 

convertirlo en piruvato, el cual producirá acetil CoA y entrará al ciclo de Krebs, como se ha 

reportado para E. coli (Baldoma y Aguilar, 1987) y Azotobacter vinelandii (Watanabe et al., 

2008) aunque en P. aeruginosa aún no hay reportes del uso de ramnosa como fuente de 

carbono y energía. Además, gracias a su actividad de lactaldehído deshidrogenasa podría 

participar en la ruta de degradación del metilglioxal hasta piruvato, como también se ha 

propuesto para E. coli (Baldoma y Aguilar, 1987). Es interesante a este respecto que hasta el 

momento no se conoce ninguna aldehído deshidrogenasa de P. aeruginosa con actividad de 

lactaldehído deshidrogenasa, ni hay en su genoma un gen que codifique para una proteína 

ortóloga de la lactaldehído deshidrogenasa de E. coli que es la mejor caracterizada (Costanzo 

et al., 2007). Ya que PaKauB es capaz de oxidar aldehídos con grupos hidroxilo en su 

estructura como LAL sería factible que también pueda oxidar el 3-hidroxi propionaldehido 

(3-HPAL) que es  un intermediario del catabolismo del glicerol. Aunque no lo hemos probado 

experimentalmente porque este aldehído no está disponible comercialmente.  

En cuanto a la utilización de propionaldehído se ha propuesto que PaKauB participa 

en el catabolismo de isopropilamina exógena (De Azevedo et al., 2002) para dar propianato 

o lo que es aún más interesante esta enzima también podría participar en esta misma ruta de 

degradación pero oxidando 2-aminopropionaldehído (Figura 23, Ruta 6).  
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Finalmente, resulta a primera vista sorprendente que en términos de su V/Km 

determinada a concentraciones de NAD+ cercanas a las fisiológicas, que el mejor sustrato de 

PaKauB sea el TMABAL, habiéndose encontrado en este trabajo de tesis que esta enzima no 

puede oxidar BAL, que es una molécula muy parecida a TMABAL ya que ambas poseen el 

voluminoso grupo trimetilamonio y difieren solo en dos carbonos. La ruta metabólica de  

síntesis de carnitina  para la que se ha reportado a TMABAL como intermediario solo se 

conoce en animales (Vaz et al., 2000) y en hongos (Kaufman y Broquist, 1977) (Figura 23, 

Ruta 8), pues no hay reportes de que las bacterias puedan sintetizar carnitina, aunque sí se 

sabe que la pueden tomar del medio y usarla como osmoprotector o como fuente de carbono 

y en algunas bacterias como fuente de carbono y nitrógeno (revisado en Kleber, 1997). En 

cuanto a la degradación de lisina, la ruta que se conoce en P. aeruginosa no involucra el 

aldehído TMABAL como intermediario (Chou et al., 2010). Todo ello parece indicar que en 

P. aeruginosa TMABAL está involucrado en una ruta metabólica aún desconocida. Algunos 

autores han reportado que Pseudomonas sp. 13CM posee una enzima trimetilaminobutanol 

deshidrogenasa y una enzima trimetilaminobutiraldehído deshidrogenasa involucradas en el 

metabolismo del trimetilaminobutanol (Hassan et al., 2007), aunque la importancia biológica 

de este homólogo de colina no se conoce todavía. Otros estudios han reportado la degradación 

de homocolina (un homólogo de colina y trimetilaminobutanol, los cuales difieren solamente 

en la longitud de su cadena alifática con dos, tres y cuatro carbonos para la colina, homocolina 

y trimetilaminobutiraldehído respectivamente) que se oxida a alaninabetaína aldehído por 

una colina deshidrogenasa, para posteriormente ser oxidado a alanina betaína por una alanina 

betaína deshidrogenasa NAD+-dependiente, dando como producto final acetil-CoA 

(Mohamed-Ahmeda et al., 2015) (Figura 23, Ruta 9), el cual puede usarse como precursor 

en la síntesis de lípidos o como fuente de carbono y energía. Por lo tanto, suponemos que 
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PaKauB puede estar participando en la oxidación de trimetilaminobutiraldehído en una ruta 

semejante a la propuesta para la homocolina pero partiendo de trimetilaminobutanol.  

 

 

Figura 23. Rutas metabólicas en las que proponemos que podría participar la enzima PaKauB 

con base a los resultados obtenidos en este trabajo. (Continúa en la siguiente página). 
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Figura 23. Rutas metabólicas en las que proponemos que podría participar la enzima PaKauB 

con base a los resultados obtenidos en este trabajo. (Continuación). 

 

De lo anterior, podemos decir que PaKauB parece ser una enzima esencial para la 

bacteria P. aeruginosa debido a las diferentes rutas catabólicas en las que puede participar, 
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todas ellas con el fin de obtener carbono, nitrógeno y energía para su supervivencia 

dependiendo del lugar en el que se encuentre y de los compuestos que encuentre en estos 

lugares. 

 

VII.2. El mecanismo cinético de PaKauB usando ABAL como sustrato es el Bi Bi 

Ordenado en estado estacionario propuesto para otras ALDHs 

 

Los ajustes globales de los datos de velocidad inicial obtenidos con ABAL, tanto en 

los patrones de velocidad inicial como en los de inhibición de NADH frente a NAD+, 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 último producto en 

salir del sitio activo (Esquema 3). Este mecanismo se ha reportado para otras ALDHs 

(MacGibbon et al., 1977; Henehan y Tipton, 1992; Valenzuela-Soto et al., 1993; Velasco-

García et al, 2000) aunque no es fácil de explicar en términos estructurales, dado que la 

arquitectura del sitio activo de las ALDHs parece permitir la entrada al azar de los sustratos 

(aldehído y coenzima).  

Los valores menores de Km para el NAD+ en comparación con los del ABAL podrían 

indicar que bajo las condiciones normales fisiológicas de la bacteria el primer sustrato en 

unirse sería el NAD+, pero eso dependerá además de las concentraciones intracelulares de 

ambos. Además, en las gráficas de dobles recíprocos se observa que las líneas se cruzan en 

el tercer cuadrante y, por lo tanto, los valores aparentes de V, Km y V/Km cambian cuando se 

cambia la concentración del aldehído, de manera que la enzima presenta una mayor Km 

aparente por el NAD+ cuando hay concentraciones altas del aldehído y viceversa, una menor 

Km aparente cuando hay concentraciones bajas del aldehído. Lo anterior parecería sugerir que 
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el aldehído está interfiriendo en la unión del NAD+ a la enzima y, si ese fuese el caso, una 

posible explicación sería que el aldehído llegue al sitio activo por la entrada del nucleótido, 

lo cual sería más probable cuando hay concentraciones altas del aldehído. Sin embargo, el 

valor relativo de las constantes de velocidad Km
NAD+ y Kia, cuando Km

NAD+ es mayor que Kia, 

hacen que se obtenga el patrón de líneas que se cruzan en el tercer cuadrante. Teniendo en 

cuenta la definición de Km
NAD+ y Kia en términos de constantes de velocidad para un 

mecanismo Bi Bi ordenado en estado estacionario (Km
NAD+ = k+3k+4 / k+1(k+3 + k+4) y Kia = k-

1/k+1; Segel, 1993) y el hecho de que en las enzimas ALDH la liberación del producto ácido 

es muy rápida comparada con la liberación del nucleótido reducido (es decir, k+3 es mucho 

mayor que k+4; véase el Esquema 3), la condición de que Km
NAD+ sea mayor que Kia se da 

cuando la liberación del NADH es más lenta que la liberación del NAD+, es decir, cuando k-

1 es mayor que k+4. Este comportamiento se ha observado en los mecanismos cinéticos 

descritos para las ALDHs de hígado de humano (Sidhu y Blair, 1975) y la BADH de P. 

aeruginosa (Velasco-García et al, 2000) en los que la constante de disociación de la coenzima 

Kia tiene un valor menor al de la Km
NAD+. Sin embargo, otras ALDHs muestran un patrón de 

velocidad inicial de líneas que se cruzan sobre el eje, indicando que la Kia y la Km
NAD+ son 

iguales (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000). 

El tener un valor de Kia mucho menor que el de Km
NAD+ explica el aparente mecanismo Ping 

Pong reportado para otras ALDHs (Mori et al., 1980; Falkenberg y Strøm, 1990), mecanismo 

cinético que no es compatible con el mecanismo químico de estas enzimas. Es interesante 

que a pesar de tener una constante de disociación  del complejo E-NAD+ (Kia) tan baja, y por 

tanto una afinidad tan alta del NAD+ por el sitio activo, el mecanismo cinético hace que se 

necesiten concentraciones relativamente altas del nucleótido para que la enzima esté al 50% 

formando el complejo ternario productivo cuando el aldehído sea saturante.  Pero a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Str%C3%B8m%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2194570
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concentraciones subsaturantes del aldehído, como las que probablemente existen in vivo, esta 

concentración del nucleótido es mucho menor.   

Por otro lado, la inhibición por el producto NADH frente a NAD+ es competitiva, es 

decir, el NADH se une a la enzima libre e interfiere con la unión del NAD+ a esta, lo que es 

consistente con el mecanismo Bi Bi Ordenado mencionado anteriormente y con la estructura 

del sitio activo. Los valores de la Km
NAD+ aparente y la constante de disociación del complejo 

E-NADH (Kic) obtenidos son prácticamente iguales, lo que indica que la enzima presenta la 

misma afinidad por ambas moléculas, si se considera a la Km como una medida de afinidad, 

a la concentración de ABAL usadas experimentalmente en el experimento de inhibición por 

NADH. Por otra parte, al comparar el valor de la Km para el NAD+ obtenido en el patrón de 

velocidad inicial (cuando no hay NADH en el medio de reacción) se ve que es mayor que el 

valor de la Km para el NAD+, obtenido en el patrón de inhibición por NADH, lo que puede 

llevar a pensar que el NADH aumenta la afinidad por el NAD+ de la enzima. Pero esto no 

tiene sentido ya que el NADH actúa como inhibidor competitivo frente al NAD+. La 

diferencia en los valores de la Km para el NAD+ cuando en el ensayo está ausente o presente 

el NADH se deben a que en el primer caso los valores estimados para la Km son los reales, es 

decir, los que se obtienen a concentraciones saturantes del aldehído, mientras que en el 

segundo caso se trata de una Km aparente, porque se estima a una concentración no saturante 

del ABAL y, como ya mencionamos, aumentos en la concentración del aldehído aumentan 

el valor de Km aparente para el NAD+, hasta llegar a un valor máximo a saturación de la 

enzima por el aldehído.  

Los patrones de inhibición por NADH frente a ABAL dejando NAD+ constante y no 

saturante (a una concentración cercana a su Km), mostraron un patrón de inhibición 

incompetitivo, resultado que no es consistente con el mecanismo Bi Bi ordenado en estado 
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estacionario mostrado en el Esquema 3. De acuerdo con este mecanismo deberíamos haber 

encontrado un patrón mixto de inhibición. Sin embargo, este resultado anormal es debido a 

la inhibición por sustrato aldehído que presenta la enzima y a que el grado de inhibición se 

incrementa en presencia de NADH, como demostramos en este estudio. Este efecto del 

NADH sobre la inhibición por el aldehído es consistente con un mecanismo de inhibición 

por sustrato como el reportado por Vojtechová et al. (1997). En forma breve, este mecanismo 

consiste en la unión del aldehído, ABAL en nuestro caso, al complejo binario E-NADH 

formándose un complejo ternario no productivo E-NADH-ABAL. Si el NADH pudiera 

liberarse de este complejo, se podría generar una ruta alterna de reacción como la mostrada 

en el Esquema 5, que daría cuenta de la inhibición por sustrato si la liberación del NADH del 

complejo E-NADH-ABAL (cuya velocidad está determinada por k+6) es más lenta que la 

liberación del NADH del complejo E-NADH (cuya velocidad está determinada por k+4). Se 

necesitan más experimentos para poder concluir si en el caso de la PaKauB se establece esta 

ruta alterna de liberación del NADH a altas concentraciones de ABAL. No obstante, podemos 

descartar el mecanismo cinético en el que ABAL se une a la enzima libre y posteriormente 

el NAD+ se une al complejo E-ABAL (Esquema 6), pues este mecanismo no explicaría la 

inhibición competitiva del NADH frente al NAD+, ya que ambos nucleótidos se unirían a 

especies diferentes de la enzima (E-ABAL y E-GABA, respectivamente) no conectadas por 

pasos reversibles, por lo que la inhibición observada debería ser incompetitiva. Pero si se 

considera que la inhibición por sustrato por ABAL se debe a la formación de un complejo no 

productivo E-ABAL-NADH, como se ha mencionado, esto daría lugar a inhibición 

competitiva de NADH frente a NAD+ en este mecanismo, lo cual produciría una inhibición 

mixta, que no es el tipo de inhibición observado experimentalmente. Este mecanismo cinético 

ordenado con ABAL uniéndose primero sí explicaría la inhibición incompetitiva del NADH 
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frente a ABAL, por las mismas razones que las mencionadas para el NAD+, es decir porque 

el NADH se une a una especie de la enzima diferente a la que se une ABAL y ambas especies 

no están conectadas por pasos reversibles. Pero teniendo en cuenta que el NADH se puede 

unir al complejo E-ABAL dando lugar a inhibición por sustrato, la inhibición del NADH 

frente a ABAL tendría dos componentes incompetitivos que se sumarían, resultando en una 

inhibición incompetitiva, como se observó experimentalmente cuando no se elimina el efecto 

de la inhibición por sustrato. Pero al eliminar este efecto, la inhibición no es competitiva 

como predice el mecanismo mostrado en el esquema 6, sino mixta, como predice el 

mecanismo mostrado en el Esquema 5. Por todo ello, concluimos que este último mecanismo 

cinético es el que la enzima PaKauB sigue. 

 

 

Esquema 5. Mecanismo cinético propuesto para la enzima PaKauB a altas 

concentraciones de aldehído. Las líneas punteadas indican la ruta alterna de la reacción si el 

NADH pudiera liberarse del complejo E-NADH-ABAL. 
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Esquema 6. Mecanismo alterno para la enzima PaKauB a altas concentraciones de 

aldehído. Las líneas punteadas indican la ruta alterna de la reacción si el NADH pudiera liberarse 

del complejo E-NADH-ABAL. 

 

Otro mecanismo para explicar la inhibición por sustrato, observada en muchas 

enzimas ALDH, es el propuesto por Jang et al. (2015). Estos autores proponen que la 

inhibición por el sustrato succínico semialdehído (SSA) de la succínico semialdehído 

deshidrogenasa de Streptococcus (SpSSADH) se debe a la unión de una segunda molécula 

de aldehído no a la especie incorrecta de la enzima, como proponen Vojtechová et al. (1997), 

sino al sitio incorrecto, es decir al subsitio del nucleótido. De esta forma se tendría una 

molécula de aldehído unida al sitio catalítico como sustrato y la otra unida al sitio de la 

coenzima como inhibidor. Pero de ser este nuestro caso, el NADH disminuiría la inhibición 

por sustrato en lugar de aumentarla, como nosotros observamos experimentalmente en este 

trabajo y se observó en el estudio reportado por Vojtechová et al. (1997).   

Por otro lado, los resultados cinéticos y estructurales confirman las predicciones 

hechas sobre la especificidad de la enzima PaKauB por el NAD+ basándonos en el estudio 
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hecho por González-Segura et al. (2015): los residuos Glu194 y Tyr223 impiden la unión del 

grupo 2´-P de la ribosa de la adenosina del NADP+. Las gráficas de saturación de PaKauB 

por el NAD+ muestran una inhibición por sustrato por la coenzima oxidada, cuyo grado varía 

dependiendo del aldehído que se use como sustrato. Así, por ejemplo, con los aldehídos 

TMABAL y LAL se ve una inhibición más fuerte que con PAL, mientras que con ABAL y 

APAL, a una concentración de 800 µM no se alcanza a observar la inhibición. Esto podría 

sugerir que las interacciones de los aldehídos con la enzima pueden dar lugar a pequeños 

pero importantes cambios conformacionales de la proteína que resultan en una unión no 

productiva de la coenzima y justificarían la inhibición. Del análisis de los resultados del 

acoplamiento molecular, se puede proponer que las interacciones entre el grupo amino del 

ABAL y del APAL con la caja de aromáticos, que no se presenta con el resto de los aldehídos, 

podrían ser las responsables de dichos cambios conformacionales. 

  

VII.3. La estructura tridimensional de la enzima PaKauB explica la afinidad 

relativa por sus sustratos  

 

La discusión de los análisis de la estructura cristalográfica y de resultados del 

acoplamiento moleculare (dockings) hechos con los diferentes aldehídos se presenta de 

forma más completa en la sección de Resultados. Sin embargo, a modo de resumen, diremos 

aquí que los resultados de estas simulaciones confirman lo previamente reportado por Díaz-

Sánchez et al (2012) y luego ampliados por Riveros-Rosas et al. (2013) de que los residuos 

aromáticos del sitio activo (Phe169, Phe467 y Trp176 en el caso de la PaKauB) contribuyen 

a la unión de sustratos aminoaldehídos con una orientación apropiada por medio de 

interacciones catión-π, que son comunes en las proteínas (Cauët et al, 2005). Por otro lado, 
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el residuo Asp459 impide la entrada al sitio activo del grupo trimetilamonio del BAL, una 

propiedad que parece ser exclusiva de algunas enzimas ALDH27 como sugiere la 

conservación de este residuo de Asp459 junto con una Tyr o Phe en la posición equivalente 

a la Tyr458  de PaKauB (A. Juárez-Vázquez, comunicación personal).    
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VIII. CONCLUSIONES 

 

 El sitio activo de PaKauB ha sido optimizado para oxidar aldehídos alifáticos, ya sea 

con diferentes sustituyentes como grupos amino e hidroxilo o sin sustituyente, lo que 

le permite participar en rutas de degradación importantes para el desarrollo de la 

bacteria P. aeruginosa tales como la degradación de arginina, poliaminas, glicerol y 

metilglioxal. Sin embargo, no es capaz de oxidar BAL y no puede participar en el 

catabolismo de colina o en la síntesis del osmoprotector GB. 

 El residuo Asp459 en el túnel de entrada del aldehído impide la entrada de BAL al 

sitio catalítico debido al tamaño de la cadena lateral de este residuo. 

 Las características estructurales del sitio de unión a la coenzima son consistentes con 

su alta especificidad por el NAD+, lo que concuerda con los roles catabólicos 

propuestos para esta enzima.  

 El mecanismo cinético de la enzima PaKauB a concentraciones fisiológicas de los 

sustratos es un Bi Bi Ordenado en estado estacionario en el que el NAD+ es el primer 

sustrato en unirse y el NADH el último producto en salir. A altas concentraciones del 

aldehído la enzima presenta inhibición por sustrato que es consistente con la 

formación de un complejo ternario no productivo E-NADH-ABAL del que se puede 

liberar el NADH, estableciéndose así una ruta alterna de liberación de este nucleótido 

más lenta que la que opera a bajas concentraciones del aldehído.  
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IX. PERSPECTIVAS 

 

 Sintetizar los aldehídos 4-glutamil-4-aminobutiraldehído (GLUABAL), 4-

guanidinobutiraldehído (GABAL), 3-hidroxipropionaldehído (3-HPAL), 2-

aminopropionaldehído que han sido reportados como sustratos de la PaKauB y 

determinar sus parámetros cinéticos a concentraciones fisiológicas de NAD+ para 

compararlos con los probados en esta tesis e inferir su posible relevancia fisiológica.  

 Cambiar el residuo Asp459 por un residuo de asparagina o alanina con el fin de 

comprobar la importancia de la carga y/o del tamaño de este residuo en la unión de 

aldehídos (TMABAL, ABAL, APAL, GLUABAL, GABAL) y confirmar si dicho 

residuo es el responsable de no permitir la entrada de BAL al sitio catalítico.  

 Investigar el papel de los residuos que forman la caja de aromáticos en la unión de 

los aldehídos al sitio activo, obteniendo enzimas en los que cada uno de los residuos 

haya sido cambiado en forma individual por una alanina, e investigando cómo afectan 

estos cambios los parámetros cinéticos para los diferentes aldehídos. 

 Investigar mediante análisis genómicos y por medio de la técnica RT-q-PCR si el gen 

PakauB se expresa constitutivamente, o se induce por una amplia variedad de 

sustratos, como sugiere su amplia especificidad encontrada en este trabajo de tesis. 

 Validar la importancia fisiológica de la actividad de la PaKauB en la bacteria P. 

aeruginosa comprobando si una mutante nula inhibe o anula el crecimiento de la 

bacteria en diferentes medios de cultivo que contengan como única fuente de carbono 

los compuestos en cuya degradación suponemos que participa esta enzima con base 

en los resultados obtenidos en este trabajo. 
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 Conociendo el mecanismo cinético de la enzima, el mecanismo catalítico y su 

estructura tridimensional identificar y probar experimentalmente compuestos que 

puedan inhibir específicamente la enzima y que tengan potencial farmacológico 

contra las infecciones de esta importante bacteria patógena. 
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XI. APÉNDICE 

XI.1 Secuencia del gen PakauB clonado 

 

 

 

(Continúa en la siguiente página) 

 

:~ ~ !Iillil!!llilllllIDMillIDlUmUnml!!ülll¡ ::, 
:~ :. !lruU!llWm!li¡UIDn!ln_n¡¡¡¡¡iDlili ::: 
:~ :: !llll!lmill!!IDl!UUl!run¡¡!lli!n!!ll!!!nrnn ::: 
:~ ::: wnl!il1!l!mrnmnnl!n¡¡mnnnni!nru¡¡¡¡¡¡m :: 
:~ :: ¡!il1!_nilimnmnm¡¡¡nmUDmmn :: 
:~ :: 1¡¡¡¡¡¡n¡!!ii1!¡¡¡!!ií1¡!l!!il1!¡ni¡mm¡¡m¡¡¡¡¡¡¡rn¡ ::: 
:~ :: l!!llil!nrn¡!llil!nnmrnnm!ill!ni¡ml!¡¡¡m! ::: 
:~ :: ü!lmmrnl!!¡mmnn¡nnnmmnnnn¡m¡!!l!lll :: = :: l!¡¡¡@mm!!l!!illll!nnmmm¡¡¡nll!ill!l!nl!m :: = ::: ¡¡¡¡!!!rn!l!lli!lmln¡¡¡¡!il1!!lin!i!!!!¡¡¡¡¡¡¡W¡¡¡¡¡ :: = ::: l!!rulrn¡!!m!!!¡¡¡!n!!l!l!!!¡¡¡ü¡¡¡¡¡wnmn :: = :: ¡WUill!!!!i!m_n!l!!!¡¡!!ií1¡mu¡m¡¡¡n ;;: = ~: ijH!i!mmm¡¡¡¡¡I¡¡¡1Bmmm¡mmnm¡¡¡¡¡ :: 
... ., 'm1\m!~!llI "' st>," ... WJ¿( H IU 



APÉNDICE 
 

132 
 

XI.1 Secuencia del gen PakauB clonado (Continúa) 

 

 

Figura A1. Análisis de secuenciación del gen PakauB. El alineamiento de los resultados de la 

secuenciación hecha en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología 

de la UNAM del gen clonado por nosotros a partir del DNA de P. aeruginosa con la secuencia del 

gen PA5312 (PakauB) depositada en la base datos del NCBI usando la herramienta BLAST confirmó 
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que ambas secuencias coincidían en su totalidad y que el gen insertado en el vector de expresión 

estaba en el marco de lectura correcto y no tenía ninguna mutación. 

 

XI.2. Datos espectroscópicos del producto de síntesis del 4-trimetilamoniobutiraldehído  

 

Se sintetizó como cloruro y en forma de dietilacetal para evitar que el aminoaldehído libre se 

polimerizara. 

 

 

Figura A2. Espectro de 1H RMN del trimetilaminobutiraldehído dietilacetal en D2O. 

(Continúa en la siguiente página) 
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XI.2. Datos espectroscópicos del producto de síntesis del 4-

trimetilamoniobutiraldehído (continúa) 

 

 

Figura A3. Espectro de 13C RMN del trimetilaminobutiraldehído dietilacetal en D2O. 
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