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1. Resumen.

Las aldehido deshidrogenasas (ALDHS) son un grupo de enzimas que catalizan la
oxidacion (deshidrogenacion) de aldehidos a su respectivo acido carboxilico. A la
fecha, se han identificado 19 genes de ALDHs en el genoma humano. Estas
enzimas participan en una amplia variedad de procesos biologicos incluyendo la
desintoxicaciéon de aldehidos generados exdgena y enddgenamente. La
acumulacion de dichos aldehidos genera dafio mitocondrial, peroxidacion lipidica y
altos niveles de especies reactivas del oxigeno (ERO), tal como ocurre en procesos
neurodegenerativos y en diferentes enfermedades como el sindrome de Sjogren-

Larsson, la hiperprolinemia de tipo Il y la aciduria y- hidroxibutirica.

En el presente trabajo se evalué el efecto de la 2-2"-ditiopiridina (aldritiol), sobre las
propiedades cinéticas de la aldehido deshidrogenasa clase 1 humana (ALDH1A1).
Se determin0 que este compuesto es un activador no esencial de tipo mixto para
ALDH1A1, que se une fuertemente al sitio de unién del aldehido dentro del “sitio”
catalitico. Dicho compuesto, incrementa la eficiencia catalitica de esta enzima por
aldehidos producto de la lipoperoxidacion tales como acroleina, 4-hidroxi-2-hexenal
y 4-hidroxi-2-nonenal. Por otro lado, al evaluar el efecto del aldritiol en otras
isoformas de ALDH (2, 3 y 5) se observo un incremento en la actividad de estas,
siendo la Unica diferencia la concentracion de aldritiol requerida para alcanzar la
maxima activacion. Al observar que este compuesto es capaz de activar a las
isoformas de las ALDHs humanas, se evaluo su efecto sobre la actividad de otras
enzimas no relacionadas a las ALDHs, como la alcohol deshidrogenasa. A este
respecto, no se observaron cambios en su actividad en presencia y ausencia del
aldritiol, lo cual sugiere que el efecto de activacidon es especifico en las diferentes
ALDHs a las concentraciones utilizadas (se requiere ensayar otras enzimas no
relacionadas a las ALDHs). Por lo anterior, es importante profundizar en la
caracterizacion del efecto de este compuesto sobre las propiedades cinéticas de las
ALDHs; vya que la posibilidad de modular la actividad de estas enzimas, nos
permitird en un futuro proponer nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan a
disminuir la acumulacién de aldehidos lipidicos y con ello a la mitigacion del estrés

oxidante, preservando la integridad celular en diversos padecimientos.



2. Introduccion.

2.1. Generalidades de las enzimas.

Las enzimas son proteinas que funcionan como catalizadores biolégicos en los
organismos vivos, disminuyendo la energia de activacion de una reaccion para
favorecer la generacion de los productos. Los catalizadores logran disminuir esta
energia al unir los reactivos (sustratos) dentro de su sitio catalitico o sitio activo, con
el fin de facilitar la ruptura y formacion de enlaces (puentes de hidrégeno o

interacciones electrostaticas) que dan origen al producto de la reaccién (Figura 1).

Energia de activacion de
la reaccion sin catalizar

nergia de activacion de
a reaccion catalizada

reactivos

Energia libre de Gibbs

productos

Progreso de la reaccion

Figura 1. Energia involucrada en una reaccion. En la grafica se muestra la

diferencia dela energia requerida para llevar a cabo una reaccioén en

presencia (=) y ausencia (=) de un catalizador.

En una enzima, el sitio activo esta formado por diferentes aminoacidos que poseen
cadenas laterales pequefas o grandes, acidas o basicas, hidrofilicas o hidrofébicas,
lo cual, le proporciona especificidad y capacidad catalitica. Las enzimas son
catalizadores extraordinarios, pues pueden incrementar la velocidad de una
reaccion de 5 a 17 érdenes de magnitud y ademas son altamente especificas,
logrando discernir entre sustratos con estructuras similares (Nelson, Cox, 2015).

Esto se debe al reordenamiento de enlaces covalentes entre sustratos y grupos



funcionales de la enzima, formando enlaces covalentes transitorios, activando al
sustrato o transfiriendo transitoriamente un grupo funcional del sustrato a la enzima
durante la reaccion, por lo general estos cambios ocurren en el sitio activo. Los
cambios conformacionales que sufre la enzima en este proceso, asi como la nueva
orientacion que adoptan los sustratos, se denomina ajuste inducido, en donde
también intervienen enlaces débiles como puentes de hidrogeno o interacciones

electrostaticas que pueden afectar la estructura de toda la enzima.
2.2. Cinética enzimatica.

La cinética enzimatica se encarga del estudio de las reacciones quimicas en las que
intervienen enzimas como catalizadores, nos permite conocer mejor el mecanismo
mediante el cual interaccionan las enzimas con sus sustratos en una reaccion y
cdmo se puede afectar su actividad en presencia de un modulador, ya sea

inhibiendo o potenciando dicha actividad.

Las reacciones enziméaticas estan regidas por los mismos principios generales de
las reacciones que no son catalizadas, es decir, las enzimas no afectan la relacion
sustrato-producto o el equilibrio de la reaccion, lo nico que afectan es la velocidad
de la reaccion. A concentracion baja de sustrato, la velocidad inicial (vo) de la
reaccion es casi proporcional a la concentracién del sustrato y la reaccion es
aproximadamente de primer orden, pero a medida que la concentracion del sustrato
aumenta, la velocidad inicial de la reaccion disminuye y deja de ser proporcional a
la concentracion del sustrato, en estas condiciones el orden de la reaccion es mixto.
Al aumentar la concentracion del sustrato, la velocidad de la reaccién se vuelve
independiente de dicha concentracidén y se aproxima de una manera asintética a un
valor constante, en este intervalo de concentracion de sustrato la reaccion es de
orden cero con respecto al sustrato y por esto es que se le conoce como el punto

de saturacion.

Nota: La velocidad inicial (vo) de una reaccion es en la que existe una relacion lineal entre [S] y la
velocidad de generacién del producto, en una condicién donde el consumo de [S] no es mayor al
5%.



La union del sustrato [S] a la enzima [E] ocurre de forma reversible, formando un
complejo enzima-sustrato [ES]. Posteriormente, este complejo se disocia
generando el producto y la enzima libre, lista para iniciar un nuevo ciclo catalitico.
En este punto el paso limitante de la reaccién es la descomposicion del complejo

[ES], para la formacioén del producto (Ecuacion 1, cinética de Michaelis-Menten).
[E] + [S] & [ES] - [E] + [P]

Ecuacion 1. Cinética de Michaelis-Menten.

De lo anterior, deriva la ecuacién de Michaelis-Menten, que define la ecuacién de
velocidad de una enzima para un solo sustrato. Dicha ecuacion relaciona la
velocidad inicial (vo), la velocidad maxima (Vmax) y la concentracion inicial de

sustrato [S], a través de la constante de Michaelis-Menten (Km) (Ecuacion 2).

_ Vmax [S ]
Ky +[S]

Vo

Ecuacion 2. Ecuacion de Michaelis-Menten.

El valor de Km, representa la concentracion de sustrato a la cual se alcanza un
medio de la velocidad maxima, estos términos pueden obtenerse de la

representacion grafica de esta ecuacion (Figura 2) (Nelson, Cox, 2015).
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Figura 2. Grafica de Michaelis-Menten.



La ecuacion de Michaelis-Menten se puede transformar algebraicamente al realizar

el doble reciproco de cada miembro de la ecuacion 2.

1 _ K 1
VO Vmax [S] Vmax

Ecuacion 3. Ecuacion de Lineweaver-Burk.

La ecuacion 3 se conoce como regrafico de Lineweaver-Burk y nos permite
determinar con mayor precision el valor de Vmax, debido a que en la representacion
no lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten el valor de Vmax, solo es un
aproximado, pues se considera una concentracion de sustrato infinita (Figura 3)
(Nelson, Cox, 2015).

1/Vo

-1/Km

\/\ 1/Vmax

0 1/[S]

Figura 3. Representacion grafica de la ecuaciéon de Lineweaver-Burk.

Las reacciones enzimaticas se pueden ver afectadas por diversos factores, entre
los que destacan la concentracion de los sustratos, contenido de sales, cambios en

el pH y temperatura (Copeland, 2000), tal como se describe a continuacion.
2.2.1. Efecto del pH.

Cada enzima tiene un pH 6ptimo, que le confiere estabilidad estructural y catalitica,
modificaciones en los valores de pH alteran el grado de ionizacion de los diferentes

aminoéacidos que conforman a las enzimas, alterando su estado conformacional y



con ello su actividad. A continuacién se describen tres formas en las que el pH

modifica la actividad de las enzimas:

1. pHextremo (< 4y > 10), en estos intervalos de pH casi todos los residuos de
los aminoacidos han cambiado su grado de ionizacién alterando la estructura
tridimensional de la enzima, lo que puede llevar a la pérdida de actividad

parcial o total, este cambio puede ser irreversible.

2. Los cambios de pH en un intervalo de 4 a 10 afectan con menor impacto a
los grupos ionizables. Sin embargo, al modificar el grado de ionizacion de los
residuos involucrados en el sitio activo, la actividad enzimatica puede variar

de manera significativa (Copeland, 2000).

3. Los cambios en el pH no solo afectan a la enzima, sino también al sustrato

modificando la unidn enzima-sustrato.
2.2.2. Efecto de la temperatura.

Al incrementar la temperatura de una reaccion aumenta su velocidad, esto se debe
a que las moléculas alcanzan mas facilmente la energia cinética necesaria para
superar la energia de activacion. Sin embargo, este incremento en la temperatura
también afecta la estructura de la enzima, debido a que se rompen enlaces débiles
como puentes de hidrogeno y enlaces ionicos, por lo que la actividad enzimatica
comienza a disminuir. Debido a estos dos fendmenos existe una temperatura 6ptima

para cada reaccion (Figura 4) (Copeland, 2000).
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Figura 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.



2.2.3. Moduladores enzimaticos.

Las enzimas pueden ser reguladas por una gran variedad de moléculas, entre las
gue se encuentran: inhibidores, los cuales bloquean la catalisis; activadores, que

aumentan la catdlisis y cofactores, que son necesarios para la actividad enzimatica.
2.2.3.1. Inhibidores enzimaticos.

El estudio de los inhibidores enzimaticos ha permitido obtener una gran cantidad de
informacion sobre el mecanismo de la catalisis enzimatica, sobre la especificidad
por los sustratos, la elucidacion de la naturaleza de los grupos funcionales

presentes en el sitio activo y como estos ayudan a la estabilizacion de las enzimas.

Al hablar de inhibidores se tiene que mencionar que estos se pueden clasificar en

dos grandes grupos:

1. Inhibidores reversibles: a este grupo pertenecen las moléculas que se unen
a la enzima de forma no covalente. Existen tres tipos: a) competitivos, b)

acompetitivos y c) mixtos.

a). Inhibidores competitivos: estas moléculas, compiten con el sustrato de la enzima
por el sitio de unién y al ocupar este sitio impiden la formacion del complejo [ES],
afectando la catélisis; esto se debe a la semejanza estructural entre el inhibidor y el
sustrato. Este tipo de inhibicion afecta la afinidad de la enzima por el sustrato (Km),
pero no la Vmax y el efecto se puede contrarrestar al incrementar la concentracion

del sustrato para desplazar al inhibidor (Figura 5) (Nelson, Cox, 2015).
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Figura 5. Representacion grafica de la inhibicion competitiva (Mckee, 2014).

b). Inhibidores acompetitivos: las moléculas de este grupo solo se pueden unir al
complejo [ES] formando el complejo [ESI]. En este tipo de inhibicion disminuye tanto
la velocidad méaxima, como el valor de Km aparente (Figura 6).

L ‘\ (1] Creciente

Sin inhibidor

AN 1
Vméxx

(S]

Figura 6. Representacin grafica de la inhibicién acompetitiva.

c). Inhibidores mixtos: en este grupo se encuentran las moléculas que se unen en
un sitio distinto al del sustrato, pero se pueden unir tanto a la enzima libre, como al
complejo [ES], incrementando el valor de Km y disminuyendo el valor de Vmax
(Figura 7) (Nelson, Cox, 2015).
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Figura 7. Representacion grafica de la inhibiciéon no competitiva mixta.

2. Inhibidores irreversibles: son moléculas que se unen de manera covalente a

la enzima, destruyen un grupo funcional de la enzima que es vital para llevar

a cabo su funcion o forman asociaciones no covalentes muy estables, en

cualquiera de los 3 casos es imposible alcanzar la actividad normal de la

enzima que se ha unido a estos compuestos.

2.2.3.2. Activadores enzimaticos.

Por lo general los activadores son moléculas inorganicas pequefias que estimulan

la actividad catalitica de las enzimas pero no participan en la reaccion, estos

activadores pueden interactuar con la enzima libre o con el sustrato libre. Cuando

el activador se une a la enzima libre, puede promover interacciones entre la enzima

y el sustrato, que confieren mayor estabilidad catalitica y con ello promover un

incremento en la actividad. Por otro lado, también existe el caso donde el activador

se une al sustrato libre, dicho complejo puede ser reconocido con mayor afinidad

por la enzima e incrementar la eficiencia catalitica de la reaccion (Figura 8).

A) Union a enzima libre

[E]+ [A] = [EA]

[EA] + [S] = [EAS] = [EA] + [P]

[SA] +

B) Union a sustrato libre

[S]+ [A] = [SA]
[E] = [ESA] = [E] + [PA]
[PA] = [P] + [A]

Figura 8. Tipos de interaccion entre un activador y una enzima.



Los activadores se pueden clasificar de la siguiente manera:

1. Activadores esenciales: en este caso la enzima no lleva a cabo su funcién en

ausencia del activador, lo anterior puede tener varias explicaciones:

a). El sustrato y el activador se unen en diferentes sitios de la enzima y pueden o
no tener influencia entre ellos, pero solo se llevara a cabo la catalisis cuando se
forme el complejo activador-enzima-sustrato [EAS]. En este sistema el activador

puede afectar los valores de Vmax y Km dependiendo del valor de a.

b). El activador se une a la enzima libre y el sustrato solo se puede unir a este
complejo [EA], de tal modo que solo el complejo [EAS] es capaz de llevar a cabo la
catdlisis, pero este solo se puede formar si previamente se forma el complejo [EA]
(Cardella, 2013).

2. Activadores no esenciales: la reaccion no requiere de la presencia del activador
para llevarse a cabo; sin embargo, la presencia de este incrementa la actividad de

la enzima.
2.3. Generalidades de los aldehidos.

Los aldehidos son moléculas altamente reactivas que se generan a partir de
precursores enddgenos y exdgenos quimicamente diversos. Los efectos mediados
por aldehidos varian de los efectos homeostéticos y terapéuticos a los citotdxicos y
genotoxicos. Una de las vias mas importantes para el metabolismo de los aldehidos
es su oxidacion a acidos carboxilicos por la accion de las aldehido deshidrogenasas
(ALDHSs) (Vasiliou et al., 2000). Como se mencioné previamente, los aldehidos
pueden tener un origen enddgeno o exégeno. Un ejemplo de aldehidos enddgenos
son: el retinaldehido, dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL) y succinato semialdehido;
moléculas importantes en el crecimiento y trasmision de sefiales respectivamente
(Vasiliou et al., 2000). Dentro de los aldehidos exdgenos se encuentran la glucosa
(polihidroxialdehido) o a la vainillina, compuesto encargado del sabor en la planta
de la vainilla. Algunos otros aldehidos Utiles para el ser humano son el formaldehido
(gas toxico), el cual se utiliza en la industria para la produccion de plasticos

termoestables. Aunado a esto las soluciones estabilizadas de este compuesto se

10



usan como desinfectantes o preservadores de tejidos (Fieser et al.,1985). Otros

aldehidos ademas del formaldehido, como acetaldehido y acroleina, provienen de

la combustién incompleta de hidrocarburos, por lo que estan presentes en el

ambiente en forma de smog. Los aldehidos alifaticos y aromaticos, proporcionan

olor y sabor a las frutas y vegetales. En los animales, algunos aldehidos son

utilizados para la comunicacion y defensa (Esterbauer et al., 1991).

Los aldehidos se pueden dividir en 4 grupos:

1. Alcanales saturados: solo presentan un grupo carbonilo como acetaldehido,

propionaldehido o hexanal.

A
H
I ,aﬁfo
H—?—q
H H

B

H H
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H H

O

£

C
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H

H-C-C-C-

H H O
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| | | | | »
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Figura 9. Estructura de A) acetaldehido, B) propionaldehido y C) hexanal.

2. Alguenales insaturados: presentan el grupo carbonilo y una sustitucion con

otro grupo funcional como el 4-hidroxi-2-nonenal y crotonaldehido.

A

H5C

OH

O

B
O

f’*@fJ“H

Figura 10. Estructura de A) 4-hidroxi-2-nonenal y B) crotonaldehido.
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3. Aldehidos aromaticos: presentan en su estructura un grupo aromatico como

el benzaldehido.

O

Figura 11. Estructura del benzaldehido.
4. Dicarbonilos: presentan dos grupos carbonilos en su estructura como el

malondialdehido

O O

HO OH

Figura 12. Estructura del malonaldehido.

La desintoxicacion de los aldehidos se lleva a cabo a través de la oxidacion de su
grupo funcional carbonilo, para transformarlo en un &cido y reducir con esto su
toxicidad, de esta manera se puede eliminar del organismo mas facilmente (Vasiliou
et al., 2000).

2.4. Generalidades de las ALDHs.

Las ALDHs pertenecen a una superfamilia de enzimas que catalizan la conversion
de una amplia variedad de aldehidos generados endbégena y exdgenamente a sus
correspondientes &cidos; a través de una reacciéon dependiente de NAD(P)*
(Vasiliou et al., 2005).

Estas enzimas se encuentran localizadas en diferentes compartimentos celulares,
como son: citosol, mitocondria, nucleo y reticulo endoplasmico; se expresan de
manera constitutiva y son tejido especificas (Dolores, 2000). En el humano se han
descrito 19 genes que codifican para diferentes isoformas de ALDHs vy tres
pseudogenes, siendo las isoformas mas estudiadas ALDH1Al (expresada

principalmente en: higado, cerebro, ojos, células rojas, rifién, testiculos, pulman)
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(Hempel et al.,1984; Zhai et al.,2001; Picklo et al., 2001; Patel et al.,2008; Lassen
et al., 2007); ALDH2 (expresada principalmente en: corazon, cerebro, higado)
(Grunblatt et al., 2016; Bai et al., 2011; Chen et al., 2014; Li et al., 2018; Kwon et
al., 2014) y ALDH3A1 (expresada principalmente en: cornea, estdmago, higado,
tracto urinario y algunos tipos de cancer (Patel et al.,2008; Lassen et al., 2007,
Lindahl et al., 1992). Se ha demostrado que mutaciones en alguno de estos genes
pueden ocasionar problemas en el metabolismo, como lo son el sindrome de
Sjogren-Larsson, la hiperprolinemia de tipo Il y la aciduria y-hidroxibutirica, que son
enfermedades asociadas a un mal funcionamiento de las ALDHs. Por otro lado,
existen reportes en los cuales la deficiencia de estas enzimas, se asocia a la
predisposicion o aparicion de enfermedades como Parkinson, Alzheimer, cancer,
entre otras (Vasiliou et al., 2004). Aunque la principal funcion de las ALDHs es
convertir los aldehidos a sus correspondientes &cidos carboxilicos, se ha
determinado que algunas isoformas también pueden catalizar la hidrolisis de

ésteres (actividad esterasa) (Sladek, 2003).

La presenciay actividad de las diferentes ALDHSs ha sido asociada a otras funciones
(Figura 13); en el caso de la ALDH1A1, se ha descrito que esta enzima es capaz de
unir andrégenos en fibroblastos genitales (Vasiliou et al., 2004). En la cornea y el
cristalino de mamiferos se han detectado altos niveles de expresion de ALDH1Aly
ALDH3AL y se ha determinado que ademas de cumplir con su funcién catalitica,
estas enzimas pueden servir como filtro contra la radiacion UV, proceso involucrado
en la formacion de cataratas (Piatigorsky,2001; Stagos et al., 2010). Por otro lado,
se ha propuesto a ALDH1Al1 como una proteina de unién a flavopiridol y a
daunorrubicina en carcinoma de pulmén e higado de rata respectivamente (Vasiliou
et al., 2004).

En el caso de la ALDH2, se ha propuesto que otra de sus funciones es la de nitrato
reductasa, generando dinitrato de 1,2-glicerilo y nitrito a partir de nitroglicerina
utilizada en el tratamiento de angina de pecho, falla congestiva cardiaca e infarto al
miocardio, lo que da paso a la produccion de GMPc que promueve la vasodilatacion
(Sydow et al., 2004). Por otro lado, se ha determinado que la ALDH2 es capaz de
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metabolizar el acetaminofén, contribuyendo a su facil eliminaciéon del organismo,
contrarrestando los dafios que pueda generar su acumulacion (Vasiliou, et al.,
2000). Ademas, se ha descrito que estas enzimas contribuyen a mantener el
equilibrio redox en la célula, pues existen reportes donde se indica que tanto
ALDH3A1 como ALDH1A1, contienden con el estrés oxidante a través de la
generacion de NADH y NADPH, los cuales proveen de poder reductor a la célula
(Uma et al., 1996).

Por ultimo, la ALDH7AL o antiquitina, es expresada en multiples compartimentos
subcelulares (citosol, nucleo y mitocondrias), protegiendo contra el estrés
hiperosmotico mediante la generacion de osmolitos y el metabolismo de aldehidos
toxicos (Brocker et al., 2010).

A continuacién, se resumen las principales caracteristicas propuestas para algunas

de estas enzimas.

- Oxidacion de aldehidos
Catalitica | Hidrolisis de ésteres
Nitrato reductasa

Unién a Antibidticos.
proteinas Xenobiodticos

Directamente (grupo -

Antioxidante
Indirectamente
(generacion de NADH,
NADPH)

Estructural Cérnea y cristalino

Regulatoria Presion osmotica

Figura 13. Diferentes funciones de las ALDHs en la célula.
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2.5. Estructura de las ALDHs.

A nivel estructural, estas enzimas pueden ser tetrameros (ALDH1Al, ALDH2,
ALDH5A1) o dimeros (ALDH3A1), conformados por subunidades idénticas de
aproximadamente 500 aminoéacidos (Figura 14). Cada subunidad posee tres
dominios: el dominio catalitico, el dominio de unién a la coenzima y el dominio de

oligomerizacién (Moore et al., 1998).

El sitio activo de las ALDHs se encuentra en la base de un tunel hidrofébico de 12
A de longitud, el cual se encuentra frente al sitio de union del cofactor y cerca de la
interface tetramérica. Se ha sugerido que los aminoacidos que recubren el tinel son
los que confieren la especificidad por el sustrato a cada enzima. Aunado a lo
anterior, se sabe que el cofactor (NAD*) se une a la enzima formandol10 puentes de
hidrégeno, de los cuales 4 involucran a los residuos Lys192 y Glu399 altamente

conservados en todas las isoformas (Ni et al., 1997).

N-te m&

Dominio
de oligomerizacion
(Rodriguez-Zavala y Weiner, 2002)
Figura 14. Estructura tridimensional de una subunidad de ALDH.
2.6. Mecanismo general de reaccién de las ALDHs.

El mecanismo cinético de estas enzimas es secuencial ordenado (Figura 15), donde

el sustrato A es el NAD"y el sustrato B es el aldehido. Aunque las diferentes ALDHs
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comparten el mismo mecanismo catalitico, la especificidad con la que unen a los

diversos sustratos difiere entre las isoformas (Wang et al., 2009). Esta diferencia se

debe a los aminoacidos que conforman el sitio activo de estas enzimas (Koppaka et

al., 2012). Sélo se ha reportado unaisoforma que no comparte el mismo mecanismo

catalitico, esta isoforma es la ALDHG6, que utiliza como cofactor CoA en lugar de
NAD* (Min et al., 1988).

i RCfO‘;
ALDH2/

3 ) ¥
k1 :

k2 1 ka4 ALDHIAY

O
- | ; 5
E-SH+NAD* o= E-S° &** E-s-ci-R %+ E.5-C-R —* E-SH —**» E-SH + NADH
! ] ]

NAD" NAD" H NADH NADH

Figura 15. Mecanismo de reaccion de las ALDH dependientes de NAD".

Dentro del sitio activo de las ALDHs existen tres residuos altamente conservados

(Lys192, Glu268, Cys302), los cuales estan involucrados en la catalisis. El

mecanismo de reaccidn, se lleva a cabo en cinco etapas:

1.

Activacion de la cisteina catalitica, la cual se lleva a cabo por la transferencia
de un protén de la cisteina a una molécula de agua activada; la molécula de
agua es activada por el residuo E268 al arrancarle un proton, ya que este
residuo funciona como una base general.

El ataque nucleofilico sobre el aldehido por el grupo tiolato de la cisteina
reactiva.

Formaciéon de un intermediario tiohemiacetal tetraédrico, seguido por la
transferencia de un hidruro al anillo de piridina del NAD", para formar el
NADH.

Hidrdlisis del intermedio tioéster resultante, para lo cual se requiere otra
molécula de agua activada por el residuo E268, tal como ocurre en el primer
paso de la reaccion.

Disociacion del cofactor reducido (NADH) y regeneracién de la enzima libre
para dar paso a un nuevo ciclo catalitico mediante union a NAD* (Hempel et
al.,1999).
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Si bien, las diferentes isoformas presentan el mismo mecanismo general de
reaccion, el paso limitante de la reaccion difiere para cada una de ellas, siendo éste
la liberacion de la coenzima reducida (ko) para ALDH1A1, la liberacion del acilo (k7)
para la ALDH2 y la transferencia del hidruro (ks) para ALDH3AL1 (Figura 15).

2.7. Moduladores de la actividad de las ALDHs.

El estudio de moduladores de las ALDHs ha cobrado gran importancia, debido a
gue estos compuestos podrian utilizar en terapias que ayuden a contrarrestar el
dafio generado por la acumulacion de aldehidos en patologias en las cuales la
actividad de estas enzimas se ve comprometida. A la fecha son pocos los
compuestos que se han reportado y caracterizado cinéticamente como
moduladores de las ALDHs. Sin embargo, algunos son actualmente utilizados en la

clinica usando como blanco terapéutico a las ALDHSs.

e Inhibidores de las ALDHs

Cianamida: esta molécula es utilizada terapéuticamente, en Europa, Canada y
Japon, debido a su funcibn como agente aversivo al alcohol. En realidad, la
cianamida es un profarmaco y uno de sus metabolitos es el que actia como
inhibidor de la actividad de aldehido deshidrogenasa (Ki=10 uM para ALDH2). La
produccion de este metabolito requiere catalasa y peroxido de hidroégeno para
formar N-hidroxicianamida, que posteriormente se descompone a cianuro
(concentraciones no téxicas) y nitroxilo el cual es el metabolito activo capaz de
inhibir la funciéon de ALDH de forma reversible, mediante la formacion de puentes
disulfuro entre cisteinas vecinales en el sitio activo de la enzima. Se ha determinado
gue también existe una inhibicion irreversible la cual esta mediada por la formacién
de sulfinamidas (De Master et al.,1998).

A B

H —
N=C—N AN=0

H

Figura 16. Estructura de la A) Cianamida y B) nitroxilo.
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Daidzina: es unaisoflavona aislada a partir de la raiz de Pueraria lobata de la familia
de las Fabéaceas, ha sido utilizada para el tratamiento de cancer y la adiccion o
dependencia al alcohol. Esta molécula, en particular es un potente, reversible y
selectivo inhibidor de la ALDH2 (Ki=40 nM). Este inhibidor es competitivo con

respecto al aldehido e incompetitivo con respecto al NAD*.

OH
HO 0
HO\ -~

(Lowe et al., 2008)

Figura 17. Estructura de la Daidzina.
Disulfiram (DSF): es un profarmaco utilizado en la terapia de personas adictas al
alcohol, ya que inhibe de forma irreversible la actividad de ALDH (ALDH1A1,
Ki=0.15 uM y ALDH2, Ki=1.45 uM), lo cual genera elevados niveles de acetaldehido
después de su ingestion, produciendo nauseas, vomito, taquicardia e hipotension.
Este compuesto puede inhibir directamente a la enzima o a través del
dietilditiocarbamato (DDC) (ALDH1A1, Ki=0.27 uM y ALDH2, Ki=2.2 uM), metabolito
gue se genera de la reduccion del DSF, ambos pueden formar aductos con la
cisteina catalitica de la enzima (Cys 302 en los casos de ALDH1Al y ALDH?2),
inhibiendo su actividad (Lipsky et al., 2001).
HsCW g H?,Cﬁ
H3C\/N\n/S\SJLN/\CH3 H3C\/N\n/SH
S

S
A Disulfiram CHj B Dbe

Figura 18. Estructura del A) disulfiram y B) dietilditiocarbamato (DDC)
e Activadores de las ALDHs.

ALDA-1 (N-(1,3-Benzodioxol-5-ilmetil)-2,6-diclorobenzamida): es una molécula

pequefia capaz de activar a la ALDH2 y restablecer la actividad de la variante
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asiatica ALDH2*2. Se ha empleado en diversos modelos fisiopatolégicos, donde su
presencia disminuye el estrés oxidante a través de la activacion de la ALDH2
(Pérez-Miller et al., 2010). Sin embargo, también se ha demostrado que es capaz
de activar a la ALDH1A1 (Belmont-Diaz et al., 2016). Este compuesto, se une en la
entrada del tinel por donde ingresa el aldehido al sitio activo, dejando libres los
residuos importantes para la catalisis (Cys302 y Glu268), disminuyendo el pKa del
sitio activo y favoreciendo la catdlisis (Chen-Ho et al., 2008) (Belmont-Diaz et al.,
2016).

Cl O

Cl H/\©:Z>

Figura 19. Estructura de ALDA-1.

Tamoxifen: es un farmaco que se emplea en la terapia de pacientes que han sido
diagnosticados con cancer de mama. Sin embargo, se ha descrito que es capaz de
aumentar la actividad de la ALDH1A1l hasta 2.5 veces y protegerla de la
desnaturalizacién térmica. Se propone que esto se debe a que el tamoxifen se une
al sitio activo de la enzima de manera similar al ALDA-1. Otra propuesta para
explicar la activacion de la enzima es el incremento de 3 veces en el valor de Kd por
el NADH en presencia de tamoxifen, lo cual favorece la liberacion de la coenzima
reducida que es el paso limitante para esta isoenzima, incrementando de esta forma

la velocidad global de la reaccién (Belmont-Diaz et al., 2015).

=
™ | O -
~"N

S~

Figura 20. Estructura del tamoxifen.
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Safrol: conocido también como ALDA-89, es un activador “selectivo” de la
ALDH3AL. Sin embargo, alafecha no se ha descrito su mecanismo de accion. Este
compuesto se ha catalogado por la IARC (International Agency for Research in
Cancer) como un carcindgeno débil en ratas. Aunado a esto, se ha prohibido la

utilizacién en alimentos por la FDA (Banh et al., 2011).

SO

Figura 21. Estructura del safrol (ALDA-89).

Debido a todo lo anterior, la busqueda de moduladores de la actividad de estas
enzimas es muy importante, ya que esto nos permitiria disefiar estrategias
terapéuticas con el fin de disminuir o incrementar la actividad de las ALDHs en

diferentes fisiopatologias.
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3. Antecedentes.

En 1982, Kitson y colaboradores describieron a la 2-2"-ditiopiridina (aldritiol, figura
22) como activador de la isoforma ALDH1A1l (Figura 23); sin embargo, en ese
reporte no se realizé la caracterizacion cinética completa de este compuesto. En
dicho trabajo el aldritiol solo se utiliz6 por la similitud estructural con el
dietilestilbestrol (Figura 22), compuesto que previamente habia sido identificado
como un activador de esta enzima, por lo que en este trabajo se propuso profundizar
en la caracterizacion cinética del efecto del aldritiol sobre la ALDH1A1, asi como en
el tipo de interaccion del compuesto con la enzima, para entender el mecanismo a

través del cual este compuesto es capaz de activar a la ALDH1AL.

A B
= |
~
.
Figura 22. Estructura de A) aldritiol y B) dietilestilbestrol
200
NAD' aldritiol
[ ]

3 -9
S
= 150
0
S
X

100 —a— & oI NAD"

2 e '® Modificado de (Kitson, 1982)
Aldritiol [uM]

Figura 23. Efecto del aldritiol sobre la actividad de ALDH1A1. Se observa el
efecto del aldritiol sobre la enzima en funcion de la adiciéon de NAD* previo a

la adicion del aldritiol (e) o posteriormente a la adicion del aldritiol (=).
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Previamente, se encontré que la ALDH1A1 posee dos cisteinas (301 y 302) en el
sitio catalitico (Yoval-Sanchez et al., 2012); por lo cual, la propuesta de este trabajo
fue que el aldritiol se une a la cisteina adyacente a la cisteina catalitica (Figura 24)
y de esta manera promueve un cambio conformacional en el sitio catalitico, que

favorece el incremento en la actividad de la enzima.

Figura 24. Arreglo estructural de las cisteinas presentes en el sitio catalitico
de ALDH1A1. Se propone a la cisteina 301, adyacente a la cisteina catalitica,

como blanco de unién del aldritiol.
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4. Hipotesis.

Por su caracter de reactivo de cisteinas, el aldritiol se une de manera irreversible al
sitio activo de la ALDH1A1, modificando el ambiente hidrofobico promoviendo el

incremento de la actividad.

5. Objetivo general.

Estudiar el efecto del aldritiol sobre las propiedades cinéticas de la ALDH1Al

humana, asi como el tipo de interaccion del compuesto con la enzima.

6. Objetivos particulares.
1. Caracterizar cinéticamente a la ALDH1Al1 humana recombinante en
presencia de aldritiol.

2. Determinar la susceptibilidad de la ALDH1A1l a aldehidos producto de la
lipoperoxidacion en presencia de aldritiol.

3. Caracterizar el tipo de interaccion del aldritiol con la ALDH1A1.

4. Evaluar el efecto protector del aldritiol ante el estrés oxidante en un modelo

bacteriano.
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7. Materiales y métodos.

71 Materiales.

Acroleina, glicerol, 4-HNE, 4-HHE, propionaldehido, imidazol, IPTG, 2-
mercaptoetanol, NAD*, NADH, cloruro de niquel, cloruro de sodio, fosfato de sodio,
extracto de levadura y triptona provienen de Sigma-Aldrich. Chelating sepharose™
fast flow proviene de Pharmacia Biotech. El marcador de peso molecular pretefiido
de amplio rango (7.1-209 kDa) proviene de BIO-RAD.

7.2. Expresiony purificacion de las proteinas recombinantes.

Las células de E. coli (BL21) que contienen el vector de expresion con el gen de la
proteina ALDH1A1 (Figura 25), se inocularon en 2 L de medio 2XYT con 40 mL de
un cultivo previo de toda la noche (medio LB). El cultivo fue suplementado con 100
ug/mL de ampicilina y 25 ug/mL de cloranfenicol, y se mantuvo a 37°C en agitacion
constante (200 rpm) hasta alcanzar una densidad Optica de 0.5 a 600 nm. La
expresion de la proteina de interés fue inducida con IPTG 0.4 mM y se continud la
incubacion por 12 horas. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 rpm
durante 10 min y posteriormente se realizaron dos lavados cada uno con 100 mL de
NaCl 0.9%. Una vez obtenido el boton de células, éste fue resuspendido en un
amortiguador compuesto de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.5), NaCl 500 mM vy 2-
mercaptoetanol 3 mM (amortiguador A) a 4°C. Las células se rompieron por
sonicacion durante 15 ciclos de 15 segundos. El extracto celular se centrifugé a
45000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se inyecté en una columna de afinidad
(Chelating sepharose™ fast flow) de niquel, previamente equilibrada con 100 mL de
amortiguador A a 4°C. Posteriormente, la columna se lavé con 50 mL de
amortiguador A suplementado con imidazol 20 mM y la proteina recombinante fue
eluida de la columna usando 100 mL de un gradiente lineal de imidazol (20-250
mM).

La ALDH1AL1 purificada se concentro y lavo usando filtros Amicon (MWCO 30 KDa).

Finalmente, se guardo con glicerol 50% a -20°C hasta su utilizacion.
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Figura 25. Vector de sobre-expresion de la enzima ALDH1A1.
7.3. Cuantificacion de proteinas.

Con el fin de eliminar agentes que pudieran interferir en la cuantificacion de la
proteina, se tomé una alicuota de 50 uL de ésta y se precipitaron con TCA al 13%
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 10
min y se recupero la fraccidn precipitada, la cual fue resuspendida en una solucién
de NaOH 0.1 Ny SDS al 5% y se llevo a un volumen final de 50 pL. La cuantificacion
se realizé por el método del acido bicinconinico (BCA) (Cardella, 2013). Este
método, se lleva a cabo en un medio alcalino, donde los enlaces peptidicos de las
proteinas reducen al Cu?*. Los iones Cu* producidos, se unen a dos moléculas de
BCA vy al hacerlo, modifican su estructura de tal manera que cambia la coloracion

de la solucién de azul a purpura, el cual absorbe a 562 nm.

Se preparé una solucién concentrada de albumina sérica bovina (BSA) a una
concentracion de 1 mg/mL para poder realizar la curva patron como se indica en la

siguiente tabla:

BSA (ung) uL de H20 BSA (ug) uL de H20
0 100 40 60
5 95 60 40
10 90 80 200
20 80 100 0
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Se adicionaron 2 mL de la mezcla de reaccion (acido bicinconinico (reactivo A) y
sulfato de cobre (reactivo B) a los tubos de la curva y a los que contienen la muestra
de interés. Posteriormente, se incubaron 15 min a 60°C y se determind la

absorbancia a 562 nm.

7.4. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida y

determinacién de pureza de la ALDH1A1.

Se realiz6 el seguimiento de la purificacion de la proteina a través de una
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (16%). En esta técnica, el
SDS desnaturaliza a las proteinas y les confiere carga neta negativa, por lo cual
migran hacia el anodo y se separan en funcién de su peso molecular. Las muestras
se mezclaron con amortiguador de carga (anexo A), en una relacion 1:1 y se
sometieron a ebullicion durante 5 minutos para favorecer la desnaturalizacion.
Posteriormente, se cargaron las muestras en el gel y se corrieron a 150 volts,
durante 45 minutos en el amortiguador de corrida. Finalmente, el gel se tifid con
azul de Coomassie (anexo A) por 45 minutos y se destifid con una mezcla de acido
acético: metanol: H20 (10%: 50%: 40%).

El porcentaje de pureza de la proteina se determiné por medio de un analisis

densitométrico del gel, utilizando el programa ImageJ.

7.5. Analisis cinético.
7.5.1. Actividad de ALDH.

La actividad enzimatica de las ALDHs se determiné en amortiguador de fosfatos a
25°C en presencia de NAD* 1 mM, la reaccidn se inicio adicionando propionaldehido
y se siguio la aparicion de NADH como producto de la reaccion a 340 nm en un
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800); estos experimentos se realizaron en

presencia o ausencia de aldritiol.

Los resultados se analizaron por regresion no lineal, usando la ecuacién de
Michaelis-Menten y realizando el correspondiente regrafico de Lineweaver-Burk

(doble reciproco) de los datos obtenidos utilizando el software Origin v.8.0
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7.5.2. Evaluacion del efecto protector del aldritiol sobre la actividad de la

ALDH1A1 en presencia de inhibidores.

Se evalud el efecto del aldritiol sobre la actividad de ALDH en presencia de
disulfiram (DSF) un inhibidor clasico de ALDH; este ensayo se determind por
meétodos espectrofotométricos, tal como se describe anteriormente a diferentes
concentraciones del inhibidor. El inhibidor fue afiadido a la mezcla de reaccion antes
de la adicion del aldehido. Estos experimentos se realizaron en presencia o

ausencia de aldritiol (1 uM) y se determinaron los valores de Ki correspondientes.
7.5.3. Efecto de la temperatura.

Para determinar el efecto del aldritiol sobre la estabilidad estructural de la enzima,
se incubaron 160 pg de la enzima en ausencia y presencia de aldritriol (1 uM) y en
condiciones saturantes de NAD* (1 mM). Dicha reaccion se incub6 a diferentes
temperaturas (25°C, 35°C, 45°C y 60°C) en funcion del tiempo (0, 1, 2,5, 8, 10y 15
min). La actividad enzimatica remanente de cada condicion, se determin6 al
adicionar propionaldehido (1 mM), siguiendo la generacion de NADH a 340 nm en
un espectrofotémetro de diodos marca Agilent, modelo 8453.

7.5.4. Interaccion enzima-aldritiol.

Con el fin de elucidar el tipo de interaccion enzima-aldritiol (covalente o fuertemente
unida), se realiz6 un ensayo de dilucion. Se preparé una mezcla de reaccion de la
enzima (20 ug), en amortiguador de fosfatos a 25°C en presencia de NAD* (1 mM)
y aldritriol (1 uM) en un volumen final de 500 pL. Una vez realizada dicha mezcla se
determind la actividad enzimética adicionando propionaldehido (1 mM).
Posteriormente, la reaccién fue diluida 31 veces en tubos AMICON® (30 kDa), con
el fin de eliminar el aldritiol que no reaccioné con la enzima y disminuir la
concentracion de aldritiol por debajo de su Kos. Finalmente, se evalué nuevamente

la actividad enzimética y fue comparada con la obtenida para el control.
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7.6. Evaluacion de la proteccion por aldritiol en un modelo de estrés

oxidante.

Se generd un modelo de estrés oxidante en células de E. coli (BL21) que contienen
un plasmido con el gen de la ALDH1A1. Los experimentos fueron realizados en
medio minimo (anexo A), con cultivos de 0.1 de absorbancia a 600 nm y se registro
el crecimiento bacteriano cada hora. La induccion de la expresion de la proteina se
realiz6 después de una hora de iniciado el cultivo, con IPTG 0.4 mM. Diferentes
concentraciones de aldritiol (0, 10 y 50 uM) se agregaron después de 2 horas de la
induccion y finalmente 1 hora después, se realizé una adicion de H202 5 mM. El
registro del crecimiento fue determinado como absorbancia a 600 nm y se continu6

hasta llegar a la fase estacionara (9 horas).
7.7. Efecto del complejo glutation-aldritiol.

Se realizé una mezcla de aldritiol y glutation 1:2 (1 mM: 2 mM), la cual se dejo
reaccionar toda la noche y de la cual se registraron espectros al tiempo 0 y a las 24
hrs de iniciada la reaccion, esto con el fin de determinar la concentracion de aldritiol
libre y acomplejado (aldritiol-GSH). Se utilizaron diferentes concentraciones del
complejo aldritiol-GSH para determinar el efecto sobre la actividad enziméatica de la
ALDH1A1, siguiendo la aparicién de NADH, tal como se describié previamente. Los

resultados se analizaron por regresion no lineal utilizando el software Origin v.8.0
7.8. Efecto del aldritiol sobre la actividad de la alcohol deshidrogenasa.

Con el fin explorar la especificidad del aldritiol, se evalud la actividad de una alcohol
deshidrogenasa (ADH) comercial en presencia y ausencia del aldritiol (1 uM). Este
ensayo se realiz6 en amortiguador de fosfatos (pH=8) a 25°C en presencia de Mg?*
(2 mM) y usando NADH (180 uM) como sustrato; la reaccion se inicié con el aldehido
correspondiente (propionaldehido 5 mM) y se sigui6 la desaparicion de NADH a 340

nm.
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8. Resultados.

8.1 Sobreexpresioén y purificacion de la aldehido deshidrogenasa

humana clase 1.

La ALDH1Al se purifico a través de una cromatografia de afinidad, como se
describe previamente en la seccion de Materiales y Métodos. En la figura 26 se
muestran algunas fracciones del proceso de purificacion corridas en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida. Posteriormente, se realiz6 un analisis
densitométrico para determinar el porcentaje de pureza de la proteina, el cual fue
mayor al 99%; por lo cual, una vez obtenida la proteina pura se determin6 su

actividad (Figura 27) y se procedio a realizar los experimentos correspondientes.
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Figura 26. Fracciones de la marcha de purificacién corridas en Gel SDS-PAGE.
Carril 1: Marcador de peso molecular (BIO-RAD). Carril 2: Extracto crudo
(bacterias). Carril 3: Eluciéon con imidazol 5%. Carril 4: Enzima lavada y

concentrada con amortiguador de fosfatos.
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Figura 27. Actividad enzimatica de la ALDH1A1. A) NAD* variable con
propionaldehido 1 mM y B) propionaldehido variable con NAD*1 mM.

8.2. Analisis cinético.
8.2.1. Determinacion de Kos por aldritiol.

Se determind el valor de Kos de ALDH1A1 por aldritiol, para lo cual se usaron
concentraciones en un intervalo de 0 -1.2 uM de este compuesto y se mantuvieron

fijas las concentraciones de NAD* y propionaldehido (1 mM en ambos casos), estos

ensayos se realizaron a pH 7.4 (Figura 28).
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Figura 28. Kos de ALDH1A1 por aldritiol.
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En la figura 28, se observa que el aldritiol incrementa la actividad de ALDH1A1 50%
y que el maximo de activacion se alcanza entre 1 y 1.2 uM de aldritiol. EI valor
obtenido de Kos para el compuesto fue de 0.23 + 0.03 (n=3). En base a estos
resultados se estableci6 1 uM como la concentracion de aldritiol a la cual se

realizaron los experimentos siguientes.
8.2.2. Determinacion de los valores de Km y Vmax en presencia de aldritiol.

Una vez que se determind la concentracion de aldritiol a la cual se alcanza la
maxima activacion, se evaluaron los parametros cinéticos (Km y Vm) por NAD* y
propionaldehido, en presencia y ausencia de aldritiol. En la figura 29 se muestra el
perfil cinético obtenido al variar las concentraciones de NAD* y mantener fija la
concentracion del aldehido, el comportamiento obtenido corresponde a una
hipérbola el cual se ajusta al modelo de Michaelis-Menten, se realizo el grafico de
Lineweaver-Burk para este sustrato (Figura 30), se observo el mismo perfil cinético
al variar las concentraciones de aldehido y mantener fija la concentracién de NAD*
(Figura 31). Se realizo el grafico de Lineweaver-Burk para este sustrato, con el cual
se hace evidente la presencia de un solo componente (Figura 32). En latabla 1 se

muestran los valores obtenidos en cada caso.
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Figura 29. Determinacién de la Km
de ALDH1A1 por NAD* en ausencia
() y presencia de aldritiol (¢) con 10
ug de enzima y propionaldehido 1
mM.

Figura 31. Determinaciéon de la Knm
de ALDH1A1 por propionaldehido
en ausencia (*) y presencia de
aldritiol (¢) con 10 pg de enzima y
NAD* 1 mM.

Figura 30. Grafico de Lineweaver-

Burk de los datos de la figura 29.

Figura 32. Grafico de Lineweaver-

Burk de los datos de la figura 31
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Tabla 1. Parametros cinéticos de la ALDH1A1 en presencia y ausencia de

aldritiol.
NAD* Propionaldehido
control aldritiol (1 uM) control aldritiol (1 uM)
Km [1M] 12+0.29 19£0.71 16+0.62 1841
Vm [nmol/min/mg] 207+12 3019 206112 3075
Vm/Km [min] 17+0.86 16+0.45 13+0.95 1742

Se observo un ligero incremento en los valores de Km por ambos sustratos en
presencia de aldritiol. Indicando que el compuesto afecta la afinidad con la cual los

sustratos se unen a la enzima.

Como se puede observar, el cambio mas relevante fue el incremento de 50% sobre
la velocidad maxima. A pesar de ese incremento en la Vmax, no hubo cambios

importantes en la eficiencia catalitica.
8.2.3. Aldehidos producto de la lipoperoxidacion.

Se evalud la capacidad catalitica de ALDH1Al por algunos productos de la
lipoperoxidacion (acroleina, 4-HHE y 4-HNE), en ausencia y presencia de aldritiol.
Cbomo se puede observar en las figuras 33, 35 y 37, el aldritiol incrementa 34, 53 y

48% la Vmax de la enzima para acroleina, 4-HHE y 4-HNE respectivamente.
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Figura 33. Determinacién de la Km
de ALDH1A1 por acroleina en
ausencia (*) y presencia de aldritiol
(¢) con 10 ng de enzima y NAD* 1
mM.

Figura 35. Determinacion de la Kn
de ALDH1A1 por 4-HHE en ausencia

(=) y presencia de aldritiol (¢) con 10

ug de enzima y NAD* 1 mM.

Figura 34. Grafico de Lineweaver-

Burk de los datos de la figura 33.

Figura 36. Grafico de Lineweaver-

Burk de los datos de la figura 35.
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Figura 37. Determinacién de la Km Figura 38. Grafico de Lineweaver-
de ALDH1A1 por 4-HNE en ausencia Burk de los datos de la figura 37.

(=) y presencia de aldritiol (¢) con 10

ug de enzima y NAD* 1 mM.

Tabla 2. Determinacion de los parametros cinéticos de la ALDH1A1 con

aldehidos producto de la lipoperoxidacién en ausencia y presencia de aldritiol.

Acroleina 4-HHE 4-HNE
control  aldritiol control aldritiol control aldritiol
(1 uM) (1 uM) (1 uM)
Km [uM] 11+0.81  8%0.6 5 5 1.2+0.08 0.99%0.03
Vm 8149 109+16 93 143 12345 18316
[nmol/min/mg]
Vm/Km [min]  7+0.96  14%#1.9 19 29 105+8 1855

En la tabla anterior se muestra el resumen de los datos obtenidos, en los cuales se
puede observar que la presencia de aldritiol, no modifica de manera importante la
afinidad de ALDH1A1 por estos aldehidos. Sin embargo, al incrementarse la Vmax
en todos los casos, esto se reflejé en un incremento significativo en la eficiencia

catalitica de 2, 1.5y 1.8 veces para acroleina, 4-HHE y 4-HNE, respectivamente.
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8.2.4. Interaccion entre el aldritiol y ALDH1A1.

8.2.4.1. Evaluacion del efecto protector del aldritiol sobre la actividad de la
ALDH1A1 en presencia de inhibidores.

Una vez realizada la caracterizacion cinética de la ALDH1Al en presencia de
aldritiol, se realizaron diferentes experimentos con el fin de dilucidar qué tipo de
interaccion existe entre el compuesto y la enzima. El primer acercamiento se realiz6
a través de inhibidores de la enzima, especificamente el disulfiram (Figura 39), el
cual se une de manera covalente a la cisteina catalitica generando una pérdida de
funcion. Se determind una Clso en presencia y ausencia de aldritiol (1uM), con el fin
de elucidar el sitio de union del aldritiol y si este era capaz de proteger del dafio
causado por el disulfiram, lo cual no es muy claro debido a que el cambio en este

parametro no es significativo.

110 Clso
100 + Control 0.19 pM
90 | Aldritiol 0.22 uM
80
70 = control

60 ® aldritiol (1 pM)

50
40 -
30 - i S
20
10
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% de actividad

T T T T T T T T T T T
00 0.2 04 06 08 10 1.2 14 16 1.8 2.0
Disulfiram [uM]

Figura 39. Clso por disulfiram para ALDH1A1 en presencia (¢) y ausencia (=) de

aldritiol (1uM). El medio de reaccién contiene NAD* 1 mM, enzima 10 pg, DFS

y la reaccion se inicia con propionaldehido 1 mM.
8.2.4.2. Efecto de la temperatura.

Un segundo acercamiento se realizé analizando el efecto de la temperatura sobre
la estabilidad estructural de la proteina, dicho experimento se realizo en ausencia y

presencia de aldritiol, incubando a la enzima a 25, 35, 45 y 60°C. El aldritiol fue
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capaz de preservar el 100% de la actividad de la enzima a 45°C, mientras que en
ausencia de este, se pierde practicamente el 50% de la actividad enzimatica (Figura
40y 41). Con el fin de reforzar el analisis de este ensayo se determiné la constante
de inactivacion a partir del grafico de Arrhenius, en presencia y ausencia de aldritiol
(Figura 42), en las cuales se observa la proteccién a la inactivacion por temperatura
en presencia del aldritiol y que en presencia del compuesto la energia de activacion

de la enzima disminuye.
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30 - 30+
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tiempo (min) tiempo (min)
Figura 40. Inactivacion de ALDH1A1 Figura 41. Proteccion de Ila
por temperatura. Se incubaron inactivacion por temperatura
enzima 160 pg a las diferentes mediada por aldritiol en ALDH1A1.
temperaturas. Posteriormente se Se incubaron enzima 160 nug y
determiné su actividad a 25°C con aldritiol 1 pM a las diferentes
NAD* 1 mM y propionaldehido 1 temperaturas. Posteriormente se
mM. determiné su actividad a 25°C con
NAD* 1 mM y propionaldehido 1
mM.
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Tabla 3. Constantes de inactivacion por temperatura para ALDH1A1 en

presencia y ausencia de aldritiol (1 uM).

Constante de inactivacion en funcion de la temperatura

Temperatura °K Control (min) Aldritiol 1 uM (min)
298.15 0.0006 0.0002
308.15 0.0046 0.0003
318.15 0.0403 0.0008
333.15 0.6179 0.0269

0.04{ =

®  control
® aldritiol 1TuM

0.03 Energia de activacion
Control: 369.5 Cal/mol
Aldritiol (1uM): 5.6 Cal/mol

X 0.02
c
-
0.01-
L]
000' =7 T T T 'I T T T T T
0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335
1T (°K)

Figura 42. Grafico de Arrhenius de las figuras 40 y 41 en presencia (¢) y
ausencia de aldritiol (=) (1 pM). Una vez obtenidas las constantes de

inactivacion para cada temperatura se calculé la energia de activacion para

ALDH1A1 en presencia y ausencia del aldritiol.
8.2.4.3. Efecto de la dilucion.

Con el fin de determinar si la interaccién entre el aldritiol y la enzima es de tipo
covalente, se realiz6 un experimento de dilucion, incubando previamente a la
enzima en ausencia y presencia de este compuesto (1 uM) y posteriormente
diluyendo 31 veces, esto con el fin de eliminar todo el aldritiol que no reaccion6 con
la enzima, para después concentrar la mezcla de reaccion tal como se describe en

los materiales y métodos. Con respecto a esto, si la interaccion aldritiol-enzima

38



fuera débil, se esperaba que con la dilucién/concentracion se perdiera el efecto de
activacion; sin embargo, el efecto de activacién se conservo, tal como se puede
apreciar en la figura 43. Estos datos indican que el aldritiol se une fuertemente a la
enzima. Este tipo de andlisis se podria complementar con espectrometria de masas,
para evidenciar si la unién es realmente de tipo covalente o el compuesto solo se

une fuertemente.

|| 1 control
350 4 | aldritiol (1 M)

300 |
250
200

150 -

% de actividad

100

50 -

sin diluir dilucion (1:34)

Figura 43. Efecto de la diluciéon sobre la interaccién aldritiol-ALDH1A1. Del
lado izquierdo se muestra unicamente la incubacion de la enzima en presencia
y ausencia de aldritiol. Del lado derecho de la grafica, se muestra que la

dilucién, no disminuye el efecto de activacion del aldritiol sobre ALDH1A1.
Tabla 4. Porcentaje de actividad de ALDH1A1 antes y después de la dilucién.

% de actividad
(sin diluir)
Control Aldritiol 1 pM
100 15445

% de actividad
(dilucién (1:34) y concentracion)
Control Aldritiol 1 uM
100 321+35
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8.2.5. Evaluacion de la proteccion por aldritiol en un modelo de estrés

oxidante.

Para determinar el efecto del aldritiol sobre el dafio causado por estrés oxidante
inducido por la adicion de H20z2, se realizaron curvas de crecimiento de células de
E. coli (BL21) que sobre-expresan a la ALDH1A1l, en presencia de diferentes
concentraciones de dicho compuesto. Se observd que las células que contenian
aldritiol en presencia de H202, crecieron de manera similar al control, mientras que
las que no contenian aldritiol dejaron de crecer después de agregar el H202 como

se muestra en la figura 44.

H20-2

Figura 44. Curva de crecimiento de células que sobre-expresan a ALDH1A1 a
diferentes concentraciones de aldritiol. Se pusieron a crecer células que
expresan a ALDH1A1 en medio minimo con aldritiol 10 uyM y 50 puM y
posteriormente se adicioné H.02 5 mM para observar el efecto del aldritiol

sobre el estrés oxidante.
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8.2.6. Interaccion glutation-aldritiol y su efecto sobre la actividad de
ALDH1A1.

Como ya se habia mencionado anteriormente el aldritiol es un reactivo de cisteinas
por lo que podria reaccionar directamente con el glutation; por lo que se determiné
el efecto de éste complejo sobre la actividad de la ALDH1AL. Se observo que este
complejo actia como un activador de la enzima, por lo que se procedié a determinar

su Kos, la cual se muestra en la figura 45.
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Figura 45. Activacion de la ALDH1A1 por el complejo aldritiol:glutation. Se
muestra el aumento de actividad en funcién de la concentracién del complejo

alcanzado la maxima activacion en 2 uM.

8.2.7. Efecto del aldritiol sobre la actividad de otras isoformas de aldehido

deshidrogenasa.

Finalmente se analizd el efecto de este compuesto sobre la actividad de otras
isoformas de ALDH humanas. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras
46, 47, 48 y en la tabla 5. Se observé que el compuesto actia como un activador
para las 4 isoformas de ALDH humanas ensayadas (1A1l, 2, 3A1 y 5), siendo la

Unica diferencia la concentracién de aldritiol necesario para alcanzar la maxima
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activacion, asi como el porcentaje de activaciéon para cada una de ellas. Las
isoformas que mostraron una menor Kos fueron ALDH2 y ALDH5AL, las cuales
alcanzan el maximo de activacion a 2 nM y 0.2 uM respectivamente, mientras que
las isoformas ALDH3A1 y ALDH1A1 requieren de 0.7 uM y 1 uM respectivamente.
El porcentaje de activacion es muy parecido entre las isoformas 1, 2 y 3, siendo éste
de 50%, 47% y 54%, respectivamente; donde se muestra una clara diferencia es en
la ALDH5A1, en la cual solo se observa un incremento de 27% en la actividad. Por
otro lado, se evalud el efecto del aldritiol sobre la actividad de la alcohol
deshidrogenasa (ADH), con el fin de determinar si el efecto era especifico para las
ALDHs; a este respecto, se observd que la actividad de ADH es la misma en

ausencia o presencia de 1 uM del compuesto, lo cual sugiere cierta especificidad.
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Figura 46. Determinacion de la Kos de
la ALDH2 por aldritriol. Se muestra el
aumento de actividad en funcion de la
concentracion del aldritiol
alcanzando un maximo en 2 nM

Figura 49. Porcentaje de activacion
debido al aldritiol en diferentes
enzimas.

Figura 47. Determinacion de la Kos de
la ALDH3 A1 por aldritriol. Se muestra
el aumento de actividad en funcién de
la concentracion del aldritiol
alcanzando un maximo en 0.7 uM

Figura 48. Determinacion de la Kos de
la ALDH5 A1 por aldritriol. Se muestra
el aumento de actividad en funcién de
la  concentracién del aldritiol
alcanzando un maximo en 0.2 uM

Tabla 5. Efecto del aldritiol sobre las ALDHs y ADH.

Enzima Ko.5 Vmax Vmax®
(nmol/min/mg) (nmol/min/mg)
ALDH2Z [nM] 1.31x0.25 49417 726123
ALDH3 [pM] 051005 3504455 5391451
ALDHS [pM]  0.014 £ 0.007 2053460 2621457
ADH — 35982 36283

*Concentracién de aldritiol para cada enzima: ALDHZ2 (2 nM),
ALDH3 (0.7 uM), ALDHS (0.2 uM), ADH (1 uM).
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9. Analisis y discusion de resultados.

El aldritiol fue propuesto como activador de la ALDH1A1 por Kitson y colaboradores
en 1982. Sin embargo, hasta ahora no se habia realizado el analisis del efecto de
este compuesto sobre las propiedades cinéticas de la ALDH1A1 y su efecto sobre

otras isoformas de aldehido deshidrogenasas.

En este trabajo se determiné que el aldritiol es un activador no esencial de tipo mixto
de la ALDH1A1, e incrementa la actividad de la enzima en un 50% con respecto al
control sin aldritiol (Figura 28). Se propone que este compuesto se une a la cisteina
adyacente a la catalitica, cerca del sitio de unién del aldehido, por lo que al
reaccionar el aldritiol con la cisteina, el anillo aromético que queda unido, disminuye
el volumen del sitio activo produciendo mas choques efectivos, lo que podria
traducirse en una mayor actividad como ocurre con otros activadores reportados
para esta enzima como el ALDA-1 (Pérez-Miller et al., 2010). Aunado a esto se ha
reportado que la unién de moduladores como ALDA-1 disminuyen el pKa del sitio
activo, lo cual favorece la velocidad de catélisis, pues se incrementa la
nucleofilicidad de la cisteina catalitica, este mismo efecto podria estarlo ejerciendo
el aldritiol (Belmont-Diaz et al., 2016), siempre y cuando el paso limitante de la

reaccion de esta enzima cambie de lugar o se haga menos limitante.

En cuanto a los parametros cinéticos, se determin6é que el aldritiol disminuye la
afinidad por el NAD* vy el propionaldehido, pues aumenta ligeramente el valor de
Km, este hecho es mas evidente para el NAD* (ver tabla 1). A este respecto, se
puede concluir que el aldritiol es un activador de tipo mixto, ya que modifica tanto el
valor de Km como la Vi, siendo mas evidente el efecto sobre la velocidad méaxima

en donde se observé un incremento de 50%.

Previamente se menciond la importancia de estas enzimas en el metabolismo de
aldehidos altamente toxicos, tal como acroleina, 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE) y 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE). Es por ello, que se evaluod la capacidad catalitica de
ALDH1A1 por estos aldehidos en presencia de aldritiol. Como se describe en los
resultados, se observé que la presencia de dicho compuesto aumenta la afinidad de

la enzima por el 4-HNE y por la acroleina, mientras que no se observé ningun
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cambio cuando se realizé el perfil cinético por 4-HHE (Tabla 2). Uno de los
hallazgos mas importantes a este respecto, es el incremento observado en la
eficiencia catalitica en presencia de aldritiol. Se ha descrito que la ALDH1A1 es
susceptible a la inactivacién por estos aldehidos (Yoval-Sanchez et al., 2012); por
lo tanto, el hecho de que el aldritiol incremente la velocidad de oxidacion de estos
compuestos, favoreceria su rapida eliminacion en un modelo fisiopatoldgico,
contrarrestando los efectos toxicos y el dafio generado por la acumulacion de dichos

aldehidos.

A este punto no se tenia claro, que tipo de interaccion se estaba generando entre la
enzima y el aldritiol, por lo cual, se realiz6 un ensayo de competencia entre
disulfiram (un inhibidor de la actividad de ALDH) Yy el aldritiol. Se ha descrito que el
disulfiram (DSF) entra por el sitio de union del aldehido y reacciona con la cisteina
catalitica (Cys 302) dentro del sitio activo formando un aducto, por lo cual la enzima
pierde actividad. En este experimento se esperaba que el aldritiol inhibiera el efecto
del DSF sobre la actividad de ALDH. Al analizar los resultados, se observé que en
presencia de DSF (2 mM) se pierde el 90% de actividad de ALDH1Al en el
experimento control, mientras que al realizar el ensayo de competencia en
presencia de aldritiol se pierde el 70% de actividad. A pesar de que los valores de
Clso por DSF en ausencia y presencia de aldritiol sean muy parecidos, se observo
un ligero efecto de proteccion del aldritiol de la inhibicién que ejerce el DSF. Estos
resultados sugieren que el aldritiol se une a la enzima en sitio de union al aldehido
y posiblemente su blanco de reaccidon sea la cisteina adyacente a la cisteina
catalitica. Aunado a esto, se evalud la estabilidad de la enzima a diferentes
temperaturas en presencia y ausencia de aldritiol. Los resultados obtenidos
indicaron que dicho compuesto, protege al sitio activo de la enzima, pues la
actividad de ésta se preservo al 100% a 45°C en presencia de aldritiol, lo cual no
ocurrié con la enzima incubada a la misma temperatura en ausencia del compuesto.
A 60°C en presencia de aldritiol se preservo el 50% de la actividad, mientras que el
control perdio el 90% de actividad a la misma temperatura. La constante de
inactivacion obtenida en presencia de aldritiol al realizar un andlisis a través del

grafico de Arrhenius, fue 5 veces menor al comparase con su control. Estos
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resultados indican que la interaccion del aldritiol con la enzima, le confiere una

estabilidad estructural y catalitica al sitio activo.

Con el fin de dilucidar el tipo de interaccion enzima-aldritiol, se llevdé a cabo un
experimento de diluciébn/concentracién. Para este ensayo se incubd previamente a
la enzima con el aldritiol (ver materiales y métodos) y posteriormente se diluyé 31
veces, para eliminar el aldritiol que no hubiera reaccionado con la enzima y se
concentrd para evaluar la actividad remanente. Al realizar este ensayo se observé
gue la activacion de la enzima se preserva e incluso pasa de 50% a 200% de
activacion a pesar de la dilucion, lo cual indica que el aldritiol se une fuertemente o
de manera covalente a la enzima. Esta observacion refuerza los datos preliminares
que indican que el aldritiol podria estar reaccionando con la cisteina 301 y no con la
catalitica, motivo por el cual este compuesto funciona como un activador y no como
un inhibidor. Diferentes isoformas de las ALDHs se han propuesto como blanco
terapéutico en padecimientos asociados con altos niveles de estrés oxidante. Por lo
cual, en afios recientes la modulacion de la expresién y actividad de estas enzimas
a través de diferentes estrategias ha tomado gran relevancia. En este trabajo se
demostr6 que el aldritiol es capaz de incrementar la eficiencia catalitica de
ALDH1A1 por subproductos de la lipoperoxidacion.

Debido a que el aldritiol es un reactivo de cisteinas, éste podria formar un complejo
con el glutation presente en el citosol (concentracion alrededor de 10 mM), lo que
ocasionaria que el compuesto no llegara al sitio de unién de la enzima, dadas las

bajas concentraciones a las que se observa su efecto, evitando la activacion.

Para evaluar el efecto del glutation, se realizé un ensayo in vitro incubando glutation
con aldritiol (2:1), con el fin de favorecer la reaccion entre ellos. Una vez formado el
complejo glutatién-aldritiol, se evaludé su efecto sobre la actividad de la enzima
recombinante. A este respecto, se pudo observar que el complejo glutation-aldritiol
también es capaz de activar a ALDH1A1, aunque a concentraciones diferentes con
respecto al aldritiol por separado (figura 45). Estos datos indican que el glutation
sirve como compuesto presentador del aldritiol a la enzima y una vez en el sitio
activo, el aldritiol reacciona con la enzima y se libera el glutation, quedando la
enzima activada.
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Una vez determinado que el glutation no interfiere con la activacion de la enzima
por aldritiol, se realiz6 un experimento in vivo utilizando bacterias que sobre-
expresaban la proteina de interés (ALDH1AL1), siguiendo la curva de crecimiento a
diferentes concentraciones de aldritiol, en presencia de 5 mM de H202 como
inductor de estrés oxidante (ver materiales y métodos). Se observo que el aldritiol
protegié del dafio causado por H20: (figura 44), pues las células con aldritiol
crecieron igual que el control, mientras que en ausencia del compuesto, se observo
gue las células empezaron a morir desde el tiempo de la adicion del H202, lo que
sugiere gque el compuesto esta ejerciendo su funcion de activador y protector de la
estabilidad de la ALDH. A pesar de que el glutation puede reaccionar con el aldritiol,
este complejo es capaz de activar 54% a la ALDH1Al recombinante y de esta
manera contribuir a la eficiente desintoxicacion de los aldehidos generados en la

célula por la induccién de estrés oxidante.

Finalmente, se demostré que el aldritiol es también activador de otras isoformas de
ALDH, como son ALDH2, ALDH3A1 y ALDH5A1 (Figuras 46, 47, 48 y 49). La
activacion para cada isoforma ocurre a diferentes concentraciones de aldritiol (tabla
5), lo cual se puede explicar por las caracteristicas del pocket catalitico de cada
isoforma. El pocket catalitico es de menor volumen para ALDH2 y ALDH5A1, que
son las isoformas que requieren una menor concentracion de aldritiol para alcanzar
el madximo de activacion (2 nM y 0.2 uM respectivamente). Debido a que las
concentraciones de aldritiol requeridas para activar a las ALDHs son menores a 2
uM, el efecto pareciera ser especifico sobre estas enzimas. Para evaluar esta
propuesta se determiné el efecto del aldritiol sobre la actividad de alcohol
deshidrogenasa (ADH); en presencia del aldritiol no se observaron cambios en la
actividad de esta enzima al compararse con su respectivo control (Figura 49).

Con los resultados obtenidos se confirma que el aldritiol es un compuesto capaz de
activar a la ALDH1AL1 y a otras enzimas pertenecientes a la familia de las ALDHSs.
Por lo que este compuesto podria utilizarse en un futuro en modelos patolégicos

donde estas enzimas tienen disminuida su actividad.
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10.Conclusiones.

1.

El aldritiol es un activador no esencial de tipo mixto ya que modifica tanto la
Km como la Vi de ALDH1A1.

Este compuesto aumenta la eficiencia catalitica de la ALDH1Al por
aldehidos producto de la lipoperoxidacion, logrando eliminarlos con mayor

facilidad.
El aldritiol se une de manera irreversible a la ALDH1A1.

El aldritiol también actia como activador de la ALDH2, la ALDH3Al y la
ALDH5 humanas.
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11. Perspectivas.

1.

Realizar el andlisis de espectrometria de masas de la enzima ALDH1AL1l-
aldritiol para determinar la naturaleza de la union.

Efectuar la caracterizaciéon cinética de la ALDH2, ALDH3A1 y ALDH5 en
presencia de aldritiol y determinar el efecto del complejo aldritiol-glutation
sobre estas enzimas.

Determinar el paso limitante de la reaccion para las diferentes ALDHs en
presencia de aldritiol.

Evaluar la capacidad de proteccion del aldritiol del estrés oxidante, en un
modelo de células eucariontes en cultivo con la expresiéon endégena de las
ALDHs.
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13.Anexo A: Medios y Reactivos utilizados.

Medio LB
Triptona 109
Extracto de 50
levadura
NaCl 10g
H20 cbpllL
Medio 2XYT
Triptona 169
Extracto de 10g
levadura
NaCl 59
H20 chpllL

Amortiguador de fosfatos

NaH:PO4 50 mM
Na:HPO4 50 mM
H20 cbpllL

Amortiguador A para la
columna de IMAC

NaH:PO4 50 mM
NaCl 500 mM
B-ME 1.43 mM
H20 cbpllL

pH 7.5

Amortiguador B para la
columna de IMAC

NaH2PO4 50 mM
NaCl 500 mM
B-ME 1.43 mM
H20 cbpllL

Imidazol 500 mM

pH 7.5

Reactivo A para deteminacion de

proteina
Acido 0.1g
bicinconinico

Na:.CO; 209
Tartrato de sodio 0.16 g
NaOH 049
NaHCO3 0.95¢

H20 c.b.p 100 mL
pH 11.25

Reactivo B para
deteminacion de proteina
CuSO,4 049
H20 c.b.p. 10 mL

Componentes del gel de poliacrilamida-SDS

Separador Concentrador
Acrilamida 30% 415uL
Buffer 1.69 mL Tris 2M pH 8.8 250uLTris 1M pH 6.8
SDS 10% 25uL
TEMED 1.75puL
APS 10% 17.5uL
H20 c.b.p. 7.5 mL c.b.p. 2.5 mL
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Amortiguador de
corrida del gel de
poliacrilamida-SDS
Tris-HCI 0.025 M
Glicina 0.192 M
SDS 0.1%
H20 chbp. 1L

Amortiguador de carga del gel de
poliacrilamida-SDS

Tris- HCI pH 6.8 100 mM
SDS 4% mlv
Azul de 0.2% m/v
bromofenol
Glicerol 20% viv
B-ME 200 mM

Soluciéon de Coomassie para tincion de los geles de

Metanol
H,O

Acido acético
Coomassie azul brillante R-

250

poliacrilamida-SDS

500 mL
400 mL
100 mL
0.25¢
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