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Resumen

Las aldehido deshidrogenasas (ALDH) se encargan de la desintoxicacion de los
aldehidos producidos durante la peroxidacion lipidica, por lo que son importantes
en el manejo del estrés oxidante en la célula. Los aldehidos tienen una vida media
mayor a la de los radicales libres, por lo que, tras reaccionar en su sitio de origen,
difunden a sitios lejanos, causando dafio. Debido a su relevancia fisiologica, es
importante disefiar estrategias con el fin de modular su actividad. Un escrutinio de
activadores potenciales de las ALDH, seleccion6 al omeprazol como un buen
candidato dadas sus caracteristicas estructurales. Mediante un analisis de
acoplamiento del omeprazol en el sitio activo de las ALDH1A1, ALDH2 vy
ALDH3A1, proponemos que este compuesto presenta mayor afinidad para
ALDH1A1. Al evaluar el efecto del omeprazol sobre la actividad de estas enzimas,
observamos un aumento de 4 veces de la ALDH1A1 respecto a la enzima sin
modulador, mientras el omeprazol protegié a la ALDH2 de la inactivacion por
aldehidos lipidicos sin modificar su actividad. En un modelo in vitro de células
eucariotas en presencia de H,O, el omeprazol elevé a mas del 90% la viabilidad
celular y la funcion mitocondrial (respiraciéon mitocondrial y formacién de potencial
electroquimico transmembranal), las actividades de la ALDH y de la aconitasa
(enzima marcadora de dafio por estrés oxidante) no se modificaron, y los niveles
de aldehidos lipidicos se mantuvieron semejantes a la condicién control (sin H20,
ni omeprazol). En células expuestas a HO,, la viabilidad celular y la funcién
mitocondrial disminuyeron significativamente, al igual que la actividad de la ALDH
y la aconitasa, mientras que los niveles de aldehidos lipidicos aumentaron. En
conclusién, el omeprazol protege a la célula del dafio generado por la adicion del
H.0O2, manteniendo bajos los niveles de aldehidos lipidicos en la célula, mediante
la protecciéon de ALDH1A1 y ALDHZ2 de la inactivacion por estos aldehidos. Lo
anterior sugiere que las ALDH son un componente muy importante del sistema
antioxidante, ya que al abatir la actividad de estas enzimas se afecta fuertemente
la viabilidad de las células.
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Introduccién
Capitulo 1. Estrés oxidativo
Especies reactivas del oxigeno

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre la generacion de
radicales libres y la capacidad antioxidante de la célula. Cuando la produccién de
radicales libres supera la capacidad antioxidante se produce estrés oxidativo y
dafio celular (Canakci et al., 2009). El dafo oxidante puede ocurrir por aumento en
la produccion de especies reactivas del oxigeno (EROS) debido a que se
encuentran en una concentracion elevada y no alcanzan el ultimo paso en la
reduccion del oxigeno, el agua, produciendo la oxidacion de macromoléculas tales
como proteinas, carbohidratos y lipidos (Canakci et al., 2009; Benitez-Sillero et al.,
2009; Martinez et al., 2006). Se ha asociado al estrés oxidante con diferentes
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias y del sindrome
metabdlico tales como diabetes e hipertension (Martinez et al., 2006; Allen et al.,
2011). Se considera al estrés oxidante como parte de la fisiopatologia de muchas
enfermedades y se sugiere que los agentes que lo disminuyen pueden
desempeniar un papel importante en su tratamiento (Martinez et al., 2006).

Las EROS son moléculas pequefias formadas como subproducto del metabolismo
del oxigeno, sin embargo, son altamente reactivas debido a que poseen una capa
de electrones de valencia no apareada. Cuando la concentracion de estas EROS
tales como OH® o H,O,, se elevan en la célula debido a un estrés, desencadenan
procesos como la peroxidaciéon lipidica en donde las EROS como el radical
hidroxilo (OH®) o el radical hidroperoxilo (*HO,) atacan atomos de carbono
adyacentes a los dobles enlaces de acidos grasos poliinsaturados que tienen
grupos metileno (-CHy-) y cuyos hidrégenos son especialmente reactivos, el
electron libre se transfiere al lipido formando un lipido radical y agua (Tappel et al.,
1953). Las EROS menos reactivas como el peroxido de hidrogeno (H202) no son

capaces de iniciar esta reaccion (Blake et al., 1987), sin embargo mediante la



reaccion de Fenton dentro de la célula, esta especie se oxida al radical hidroxilo
que inicia otro ciclo de oxidacion (Wardman et al., 1996).

Sistema antioxidante

Existen diversos sistemas antioxidantes, algunos de los cuales estan presentes en la
dieta y contribuyen a la proteccion del organismo ante agentes o elementos extranos
que ocasionan dafios a nivel celular (Battino et al., 2002; Greabu et al., 2008). De
acuerdo con Battino et al., 2002, los sistemas antioxidantes pueden clasificarse en 3
grupos: el primero, de antioxidantes preventivos que suprimen la formacion de
radicales libres, incluyen la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa, glutation reductasa, glutation S-transferasa, carotenoides, transferrina y
albumina. El segundo, que se encarga de secuestrar radicales libres y eliminarlos,
esta conformado por el acido urico, bilirrubina, vitaminas A, C y E. El tercer grupo,
que repara el dafo ocasionado por los radicales libres en el entorno de la membrana
celular, lo conforman enzimas de reparacion de acido desoxirribonucléico (DNA),
lipasas, proteasas y transferasas (Battino et al., 2002; Greabu et al., 2008; Sheehan
et al., 2001; Reddy et al., 2003).

Dentro de las enzimas antioxidantes podemos encontrar a la SOD. Esta enzima
cataliza la reaccion que inactiva al radical libre superoxido transformandolo en una
especie menos reactiva, el H,O,. Este grupo de enzimas tienen grupos metalicos en
su centro activo, y se diferencian por el metal que tienen en su grupo prostético:
Cu/Zn, Ni, Fe o Mn. Posteriormente, la catalasa (CAT) es la enzima que cataliza la
descomposicion del H,O, en oxigeno y agua. El H,O, también puede ser tomado por
la glutation peroxidasa (GPx) que cataliza la reaccion de oxidacién de glutation
(GSH) a glutation disulfuro (GSSG) y agua (Figura 1). Por otro lado, mediante la
reaccion de Fenton se generan radicales hidroxilo cuyo potencial de oxidacion es
muy elevado, la generacion de estos radicales tiene lugar cuando se combina el

H2,0O, con metales de transicion, generalmente hierro, estos radicales desencadenan



un proceso denominado peroxidacion lipidica cuyos productos finales son aldehidos

altamente toxicos (Figura 1).
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Figura 1. Sistema antioxidante. Las enzimas antioxidantes de la célula eliminan las
EROS. Sin embargo, la reaccion de Fenton puede producir radicales libres que
desencadenan la peroxidacion lipidica generando aldehidos toxicos. Estos
compuestos inactivan proteinas y aumentan la producciéon de EROS magnificando el
dafo oxidativo en la célula. Finalmente, las ALDH desintoxican estos aldehidos

protegiendo a la célula.



Glutation

El glutation (GSH) es un tripéptido de bajo peso molecular formado por los
aminoacidos: acido glutamico, glicina y cisteina: es un antioxidante que participa en
la reduccion de EROS e inactivacion de xenobidticos, funciona como coenzima,
interviene en el proceso de apoptosis y sintesis de proteinas, ademas de regular la
formacion y mantenimiento de la forma activa de ciertas enzimas (Martinez et al.,
2006; Lu, 1999; Lu, 2013). El glutatién puede encontrarse como GSH en su forma
reducida (tiol libre) o como glutation disulfuro (GSSG) en su forma oxidada, formando
un puente disulfuro. EI GSSG es reducido a través de la glutation reductasa, siendo
asi el GSH la especie predominante en la célula en condiciones fisiolégicas (Lu,
2013). Las caracteristicas nucleofilicas del GSH aportadas por su grupo tiol libre le
permiten reducir diversos compuestos con caracteristicas electrofilicas como pueden
ser los peroxidos y disulfuros al donar un protdn y lograr la ruptura de diversos
enlaces, proteinas, factores de transcripcion y moléculas previamente oxidadas
(Sheehan et al., 2001; Lu, 2013; Noctor et al., 2012; Deponte, 2013).

Glutation S-transferasa

La glutation S-transferasa (GST) es una enzima dimérica responsable de la
biotransformacion de distintos compuestos electrofilicos mediante procesos de
conjugacion (Dirr et al., 1994; Zhang et al., 2011). Ademas de estas reacciones, la
GST efectua reacciones de reduccion e isomerizacion, interviene en la biosintesis
de prostaglandinas y esteroides, catabolismo de tirosina y la apoptosis celular, entre
otras funciones (Wu et al., 2012). Las GST humanas tienen 3 familias: citosodlicas,
mitocondriales y membranales asociadas al metabolismo del GSH (Wu et al., 2012).



Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica (LPO) se define como el deterioro oxidativo de lipidos
poliinsaturados (Tappel et al., 1953). Durante este proceso los radicales libres
capturan electrones de los lipidos de las membranas celulares y esta dado por tres
fases, la iniciacion, propagacion y la fase de terminacion (Figura 2). Durante la
fase de iniciacion, las especies reactivas del oxigeno (EROS) como el radical
hidroxilo (OH®) o el radical hidroperoxilo (*HO,) atacan atomos de carbono
adyacentes a los dobles enlaces de acidos grasos poliinsaturados, que tienen
grupos metileno (-CH,-) y cuyos hidrégenos son especialmente reactivos, el
electron libre se transfiere al lipido formando un lipido radical y agua. Las EROS
menos reactivos como H,O, no son capaces de iniciar esta reaccion (Blake et al.,
1987). El radical lipidico generado durante la fase de iniciacion no es una molécula
estable, por lo que comienza una deslocalizacién del electrén libre por resonancia.
Sin embargo, este radical lipidico continua siendo una molécula inestable, capaz
de reaccionar espontaneamente con oxigeno molecular para formar un radical

peroxil lipidico, igualmente inestable.

En la fase de propagacion, el radical peroxil lipidico reacciona con otro acido graso
vecino, produciendo otro radical de acido graso, el cual, a su vez, reacciona con el
oxigeno molecular para formar otro peroxido lipidico. Este mecanismo se
denomina, reaccion en cadena de radicales. El nivel de dafio producido por varias
moléculas radicales durante la peroxidacion lipidica es alto, ya que pueden oxidar
aproximadamente el 50% de acidos grasos insaturados presentes en la membrana
plasmatica (Kothari et al., 2010).

La propagacién de la peroxidacion lipidica llega a su fin cuando un radical peroxil
lipidico reacciona con otro radical, produciendo un producto estable, al formar un
enlace covalente. Esta fase de terminacion, comienza cuando existe una alta
concentracion de radicales lipidicos, de modo que la probabilidad de que dos
radicales puedan reaccionar es alta.
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Figura 2. Peroxidacion lipidica. (a) Fase de iniciacion y propagacion por radicales.
En la fase inicial, el radical lipidico se estabiliza en diferentes estructuras de
resonancia por deslocalizacion de los electrones libres. En la fase de propagacion,
los radicales lipidicos reaccionan con oxigeno molecular para formar un radical
peréxido lipidico que se propaga por medio de una reaccidbn en cadena de
radicales. (b) En la fase de terminacion, dos radicales de lipidos reaccionan entre
si para formar un enlace estable. Ademas, de los radicales hidroperoxilo de



lipidos, se forma wuna variedad de productos de degradacion como
malondialdehido, 4-hidroxi-2-alquenales y 2-alquenales.

Estructura y distribucion de los aldehidos

Los aldehidos son compuestos organicos que contienen un grupo carbonilo al final
de una cadena de carbonos, este grupo carbonilo proporciona a la molécula la
propiedad de formar un dipolo y generar un centro electrofilico, el cual favorece su
elevada inestabilidad y reactividad. Dentro de este grupo de compuestos
carbonilicos se encuentran: 1) aldehidos saturados, como acetaldehido,
propionaldehido, hexanaldehido y nonilaldehido; 2) alquenales insaturados, como
la acroleina, 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), 4-hidroxi-2-hexenal, 2-hexenal y 2-
nonenal; 3) aldehidos aromaticos, como benzaldehido 'y  3,4-
dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL), y 4) aldehidos dicarbonilicos como el glioxal y
el malondialdehido (MDA) (McMurry, 2005) (Figura 3).

A HyCA° Hsc/\ll B Hch
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Figura 3. Estructura de los aldehidos. (A), aldehidos saturados; (B), aldehidos
insaturados; (C), aldehidos dicarbonilicos; (D), aldehidos aromaticos.

Los aldehidos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y son

generados durante numerosos procesos biologicos e industriales. En fabricas y
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vehiculos son un producto secundario que proviene principalmente de la
combustién incompleta de hidrocarburos, pero también se encuentran en el humo
de cigarrillos, de la madera y aceites quemados (OMS, 1999). Por otro lado, una
gran variedad de aldehidos alifaticos tales como acetaldehido y citraldehido, y
aromaticos como el benzaldehido, existen de manera natural en alimentos,
particularmente en las frutas y en semillas oleaginosas, a las cuales proporcionan

diferentes aromas y sabores (Friedman et al., 2000; Xiao et al., 2014).

Fisiologicamente, los aldehidos son generados a partir de una amplia variedad de
precursores enddgenos y exogenos; algunos son importantes reguladores
cotranscripcionales que pueden participar como mensajeros en cascadas de
sefalizacion durante varios procesos biologicos. Tal es el caso del retinaldehido
que mediante su oxidacion forma acido retinoico, el cual juega un papel importante
durante la embriogénesis en el crecimiento y desarrollo del feto (Duester, 2000).
Otros aldehidos que participan en procesos de regulacion celular, son los
producidos durante la peroxidacién lipidica (alquenales insaturados), cuyo efecto
esta determinado por la concentracion. Por ejemplo, el 4-HNE y la acroleina, a
bajas concentraciones inducen la apoptosis mediada por la activacion de
caspasas Yy la muerte mitocondrial (Burcham et al., 2001; Tanel et al., 2007),
mientras que a concentraciones mas elevadas, estos compuestos generan muerte
celular por necrosis. Se ha descrito que la acroleina es un compuesto que esta
clasificado en el grupo 2A, segun la agencia internacional para la investigacion del
cancer (IARC), como un probable carcinégeno para los seres humanos; sin
embargo, todavia no se cuenta con la informacion completa al respecto. Esta
categoria se usa cuando hay evidencia limitada del efecto carcinbgeno en
humanos y suficiente evidencia de efecto carcindgeno en animales de
experimentacion (IARC, 2006; Cheng et al., 2001). Los alquenales insaturados
representan el grupo de aldehidos mas reactivos, ya que contienen dos centros
electrofilicos generados por la resonancia de los electrones en la molécula. Se ha
sugerido que estos aldehidos reaccionan de manera primaria con el grupo
sulfhidrilo de la cisteina, el grupo a-amino de la lisina y el grupo imidazol de la



histidina en las proteinas, a través de la formacion de una base de Schiff o de una
reaccion de adicion de Michael (Chavez et al., 2011; Carbone et al., 2005).

Etiologia y patogénesis de los aldehidos lipidicos

Los productos de la peroxidacion lipidica, tales como malondialdehido, acroleina y
4-hidroxi-2-nonenal, se han relacionado con diferentes etiologias en las que se
genera un aumento en los niveles de estrés oxidante. El mecanismo por el cual
estos compuestos son altamente toxicos se debe a su capacidad de formar
aductos con proteinas y DNA, ejerciendo tanto citotoxicidad como genotoxicidad
(Papazafiropouloua et al., 2011). En estudios previos, se ha descrito que los
productos de la peroxidacion reaccionan preferentemente con aminoacidos
nucleofilicos, en el siguiente orden de preferencia: Cisteina > Histidina > Lisina,
inactivando diversas enzimas y evitando que cumplan con su funciéon en el
organismo (Chavez et al., 2011). Por otra parte, se sabe que algunos aldehidos
como el 4-HNE y el malondialdehido reaccionan con la desoxiadenosina y
desoxiguanosina del DNA formando aductos (Kaneko et al., 2001). A diferencia de
los radicales libres, los aldehidos tienen una vida media relativamente larga y
debido a ello no solo reaccionan en el sitio donde se generan, también pueden
difundir a sitios lejanos de donde fueron generados (Esterbauer ef al., 1991).

La acroleina es el producto de la peroxidacion lipidica mas toxico para el
organismo, ya que es altamente reactivo y forma una mayor cantidad de aductos
con proteinas comparado con el MDA y 4-HNE (Chavez et al.,, 2011). La alta
reactividad de este compuesto se debe a la insaturaciona/f3 presente en su
cadena. Este compuesto, ademas de ser un subproducto de la peroxidacion
lipidica, también es un contaminante ambiental generado a partir de la combustion

incompleta de hidrocarburos (Ratcliff et al., 2010).



Capitulo 2. Aldehido Deshidrogenas
Estructura y funcion de las aldehido deshidrogenasas

Las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) son una superfamilia de enzimas que se
encargan de la oxidacion de los aldehidos a sus correspondientes &acidos
carboxilicos, mediante la reduccién de NAD(P)*. En el humano se han reportado
20 genes que codifican para diferentes isoformas de ALDHs, las cuales presentan
un estado de oligomerizacion de dimero o de tetramero. Por ejemplo, ALDH1A1 y
ALDH2 son tetrameros que comparten mas de 70% de identidad en la secuencia
de aminoacidos, mientras que ALDH3A1 es una enzima dimérica que comparte
aproximadamente un 30% de identidad con las isoformas tetrameéricas (Liu et al.,
1997; Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998; Ni et al., 1999). Si se sobrepone
la estructura dimérica en la tetramérica, se puede observar que el tetramero es un

dimero de dimeros (Figura 4).

Figura 4. Diagrama de liston de la estructura cuaternaria presente en las diferentes
isoformas de las ALDHs. (A), Tetramero de la ALDH2 humana (cédigo PDB;
3N80); (B), Dimero de la ALDH3A1 humana (codigo PDB; 3SZA).

En cuanto a la especificidad por sustratos, la ALDH1A1 utiliza aldehidos alifaticos
de cadena corta mediana y larga, asi como aldehidos aromaticos. La ALDHZ2
actua con alta afinidad sobre aldehidos alifaticos de cadena corta, tales como el
acetaldehido y propionaldehido (Klyosov et al., 1996), mientras que la ALDH3A1
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actua preferentemente sobre aldehidos aromaticos y aldehidos alifaticos de
cadena larga (Pappa et al., 2003). El diametro del embudo de entrada al sitio de
union del aldehido varia para cada isoforma, de tal modo que el diametro para
ALDH1A1 y ALDHZ2 es menor respecto al de ALDH3A1; de esta forma, se reduce
el impedimento estérico y esto permite que aldehidos aromaticos o de cadena muy
larga puedan entrar al sitio activo de esta isoforma; aunado a esto, la cantidad de
aminoacidos hidrofilicos expuestos en el sitio de union del aldehido es menor en
ALDH3A1 (Belmont-Diaz et al., 2015). Es quiza por estas diferencias estructurales
que la preferencia por las diferentes clases de aldehidos varia para cada isoforma.

Mecanismo cinético de reaccion de las aldehido deshidrogenasas

El mecanismo de reaccidn de estas enzimas es BiBi secuencial ordenado (Figura
5), lo cual indica que los sustratos entran y salen en un orden estricto. En un
primer paso, la coenzima oxidada (NAD") se une a la enzima libre, lo que genera
un cambio conformacional que se refleja en la disminucion del pKa en el residuo
de cisteina catalitico (C243 en ALDH3A1; C302 en ALDH1A1 y ALDH2; Marchal et
al., 1999). De este modo, la forma ionizada del grupo sulfhidrilo reacciona con el
aldehido generando un intermediario tiohemiacetal. El siguiente paso de la
reaccion es la transferencia de un hidruro, el cual se da del intermediario
tionemiacetal al NAD" que se reduce a NADH, en este paso se forma un
intermediario tioéster. Después de la transferencia del hidruro, cambia la rotacion
de los enlaces del grupo pirofosfato del NADH cambiando la posicion del anillo de
nicotinamida (MacGibbon et al., 1977), lo cual favorece la conformacion de salida
de la coenzima reducida. Finalmente, un ion hidroxilo que es producto de la
desprotonacidén de una molécula de agua por la base general (E333 en ALDH3A1
y E268 en ALDH1A1 y ALDH2; Wang et al., 1995; Mann et al., 1999), realiza un
ataque nucleofilico sobre el carbonilo del intermediario tioéster. De este modo, se
genera el acilo que es el primer producto liberado por la enzima y por ultimo, es
liberada la coenzima reducida (NADH), que es el segundo producto.
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Figura 5. Mecanismo cinético general de reaccion BiBi secuancial ordenado, para
la oxidacion de aldehidos por las ALDHs k4, unién de la coenzima oxidada; ko,
union del aldehido; ks, transferencia del hidruro; ks, liberacion del acilo; ks,
liberacion de la coenzima reducida. k, representa la constante de velocidad para
cada uno de los pasos involucrados en la catalisis (Modificado de Rodriguez-
Zavala et al., 2006).

Etapas limitantes en ALDHs

A pesar de que todas las isoformas de ALDH presentan el mismo mecanismo
cinético, cada una difiere en su paso limitante. El paso limitante para la ALDH1A1
es la disociacion o liberacion de la coenzima reducida (Blackwell et al., 1987),
mientras que para la ALDH2 es la desacilacién o liberacion del acilo (Weiner et al.,
1976) y finalmente, para la ALDH3A1, el paso limitante es la transferencia del
hidruro (Mann et al., 1999).

Cuando el paso limitante se encuentra después de la transferencia del hidruro, es
posible medir el fendmeno denominado “explosion” (del inglés burst), el cual es el
resultado de la fluorescencia del NADH generado en el primer ciclo catalitico antes
del estado estacionario de la reaccion (Yoval-Sanchez et al., 2013).
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Por otra parte, se ha reportado que algunos cationes divalentes, como el Ca?, el
Mg®* y el Mn?*, afectan la actividad especifica de algunas isoformas de aldehido
deshidrogenasas humanas, lo que nos permite diferenciar la etapa limitante de la
reaccion en cada una. Estos cationes incrementan la actividad de la ALDHZ,
inhiben a la ALDH1A1 y no ejercen efecto sobre la actividad de la ALDH3A1 (Ho et
al., 2005). Estudios cristalograficos revelaron que el Mg?* interacttia con el grupo
pirofosfato del NADH, lo que promueve que la coenzima se una mas fuertemente
a la enzima, haciendo mas lenta su velocidad de liberacién; al ser éste el paso
limitante de la reaccion en la ALDH1A1, se observa una disminucién en la
velocidad global de la reaccidn (Takahashi et al., 1980; Vallari et al., 1984). La
union de este cation también promueve que la coenzima reducida adopte la
conformacién de salida del sitio activo, lo cual favorece que ocurra la desacilacion
y al ser éste el paso limitante de la reaccion para la ALDH2, el resultado es un
incremento en la velocidad global de la reaccion de esta enzima (Dickinson, et al.,
1982; Bennett, et al., 1983).
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Capitulo 3. Activadores de las Aldehido Deshidrogenas

Moduladores que incrementan la velocidad de las ALDHs

Debido a la participacion de las ALDHs en diferentes procesos fisiopatologicos, es
importante estudiar y disehar compuestos y estrategias para modular su actividad.
Anteriormente, se reportaron como activadores de la ALDH1A1 el dietilestilbestrol
y la 2,2-ditiopiridina, proponiendose que la union de estos compuestos generaba
una nueva forma de la enzima con propiedades cinéticas modificadas y la
activacion se producia debido a cambios conformacionales (Kitson et al., 1982).
Sin embargo, no se estudié con profundidad la activacion por estos compuestos y
el incremento en velocidad no resulté ser significativo. Actualmente, se han
estudiado otros compuestos como moduladores de la actividad en ALDHSs, entre
ellos destaca el alda-1 (N-(1,3-Benzodioxol-5-ilmetil)-2,6-diclorobenzamida) como
activador de ALDHZ2, el cual ademas de incrementar la velocidad de la enzima, se
ha reportado que actua como cardioprotector en eventos de isquemia/reperfusion
en un modelo animal, reduciendo el tamafo del area infartada (Chen et al., 2008).
De igual forma, se ha reportado otro activador para la ALDHZ2, la piperlonguminina
que, al igual que el alda-1, incrementa la velocidad de ALDHZ2 y actua como
cardioprotector en eventos de isquemia/reperfusion en ratas (Yoval-Sanchez et al.,
2020). La ventaja de este ultimo activador es que a diferencia del alda-1, que es
un compuesto sintetizado en el laboratorio, la piperlonguminina es un compuesto
de origen natural que se extrae de la pimienta negra que es ampliamente utilizada
en la medicina tradicional en la India. Como se mencioné anteriormente, alda-1 es
un activador no esencial de ALDH2 y en la estructura cristalografica, este
compuesto se une a la entrada del sitio de unién del aldehido modificando el sitio
catalitico (Perez-Miller et al., 2010), los efectos de la union de alda-1 a la enzima
incluyen la disminucion del pKa de la cisteina catalitica mas de 1 unidad de pH,
favoreciendo la reactividad de este residuo. El efecto de este compuesto sobre la
enzima modifica el orden de entrada de los sustratos y la liberacion de productos,
alterando las propiedades cinéticas de ALDH2. El mecanismo de activacion de la
enzima esta relacionado con la modificacién de la velocidad del paso limitante de
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la reaccion, haciéndolo menos limitante, promoviendo que la reaccion global
transcurra mas rapido (Belmont-Diaz et al., 2016). Alda-1 no solo activa a ALDH2,
sino que también mejora la estabilidad de la enzima, protegiéndola de la
inactivacion por aldehidos lipidicos (Perez-Miller et al., 2010). Debido a la
importancia que posee ALDH2 por su localizacién mitocondrial, se ha propuesto
como blanco terapéutico para disminuir el estrés oxidativo, por lo que se ha
evaluado la activacion de ALDH2 en varios modelos patolégicos como procesos
neurodegenerativos (Stachowicz et al., 2017), hipertension arterial (Xu et al., 2017)
y dafo hepatico (Zhang et al., 2018).

Otro activador reportado es el tamoxifen que genera un incremento en la velocidad
de la ALDH1A1 (Belmont-Diaz et al., 2015). El tamoxifen es una droga que se
utiliza en la terapia de cancer de mama como antagonista de los receptores de
estrogenos. Sin embargo, recientemente se reporté como un activador especifico
de ALDH1A1. En la enzima humana recombinante, este compuesto es un
activador de tipo no esencial (Belmont-Diaz et al., 2015). Ademas de incrementar
la velocidad maxima de la enzima, se observd que el tamoxifen confiere

estabilidad estructural a la proteina, protegiéndola de la desnaturalizacién térmica.

Ninguno de los compuestos antes mencionados ha sido evaluado clinicamente
como activador de las ALDHs. Entonces, es importante continuar con la busqueda
y disefio de moléculas capaces de activar ALDHs o de proteger estas enzimas de
la inactivacion por aldehidos lipidicos para poder emplearlas con éxito en
patologias donde se incremente el estrés oxidativo.
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Hipotesis
El metabolito derivado del omeprazol se unira al sitio activo de la ALDH1A1

activando a la enzima y promoviendo la proteccion celular del estrés oxidante.

Objetivo general
Caracterizar el mecanismo de activacion del omeprazol en la ALDH1A1 y evaluar
su potencial de proteccion del estrés oxidante en cultivos celulares.

Objetivos particulares

1. Realizar la caracterizacion cinética de la ALDH1A1 humana recombinante con

omeprazol.

2. Determinar el tipo de interaccion que presenta el metabolito generado a partir

del omeprazol con el sitio activo de la enzima.
3. Discernir el mecanismo de activacion de ALDH1A1 por omeprazol.

3. Evaluar el efecto del activador sobre el crecimiento de cultivos celulares
expuestos a un estrés oxidante inducido por el peroxido de hidrégeno.

4. Medir la actividad de enzimas antioxidantes y de marcadoras de dafio celular en
extractos provenientes de células tratadas con omeprazol, expuestas a estrés

oxidante inducido por peréxido de hidrogeno.

5. Evaluar la funcién mitocondrial en mitocondrias aisladas de células protegidas

del estrés oxidante por el tratamiento con omeprazol.
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Materiales y Métodos

Expresion y purificacion de las enzimas recombinantes

Se inocularon 10 mL de medio LB con una colonia de células de E. coli BL21
conteniendo el plasmido con el gen que codifica para la proteina de interés y se
incubd toda la noche a 37 °C a 200 rpm. Con este precultivo se inoculd 1 L de
medio para sobreexpresion de proteinas 2XYT (compuesto por 16 g de extracto de
levadura, 10 g de triptona y 5 g de NaCl, disueltos en un litro de agua) y se incubd
a 37°C, hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5 a 600 nm. Posteriormente, se
indujo la expresion de la proteina agregando 0.4 mM de Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) y se continud la incubacion toda la noche en agitacion
constante. Para la purificacion de la enzima se cosecharon las células
centrifugando a 4500 rpm durante 10 min y se realizaron 2 lavados con 100 mL de
NaCl 0.9% cada uno. Las células se resuspendieron en un amortiguador
conteniendo fosfato de sodio 50 mM pH 7.5, NaCl 500 mM y de 2-mercaptoetanol
3 mM (amortiguador A) y se rompieron por sonicacion en hielo, utilizando un
sonicador marca MSE, modelo Soniprep 150 a 100 MHz de potencia, con ciclos de
15 s sonicacién/1 min descanso. Posteriormente, el extracto celular se centrifugé a
45000 rpm durante 30 min y el sobrenadante resultante se inyectd en una columna
de afinidad acoplada a niquel, equilibrada con amortiguador A a 4°C. La columna
se lavo con 50 mL de amortiguador A suplementado con 50 mM de imidazol y la
proteina se eluyd de la columna mediante un gradiente lineal de imidazol de 50-
500 mM en un volumen final de 100 mL. La proteina pura se concentro utilizando
filtros Amicon de limite de exclusion molecular de 30-50 kDa, se lavd con
amortiguador de fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 a 4°C y se guardo en 50% de
glicerol, a - 20°C, hasta su utilizacion.

Cuantificacion de la proteina

Previo a la cuantificacién de la proteina purificada, se eliminaron agentes que

pudieran interferir con la determinacion. Para ello, se tomé una alicuota de 50 pL
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de la enzima y se precipitd con acido tricloroacético (TCA) al 13% durante toda la
noche a 4°C. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 14000 rpm durante 10
min. Se desecho el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en una solucidn
de NaOH 0.1N y 5% de SDS, en un volumen final de 50 yL. La cuantificacion se
realiz6 mediante el método del acido bicinconinico (BCA), cuyo fundamento se
basa en la formacion de un complejo purpura intenso, al reaccionar el acido

bicinconinico con iones Cu'* en un medio alcalino.

BCA
Proteina + Cu't =——————p (Cy* =—p BCA-Cu* } A=562 nm

(Cisteina, tirosina, triptéfano) Complejo Purpura

Se prepard una curva patrén con diferentes concentraciones de albumina de suero
bovino (BSA) (5-100 pg de proteina total); posteriormente, se afiadieron 2 mL de la
mezcla de reaccion (Mezcla 50:1 del reactivo A y B. Reactivo A; 750 mM
carbonato de sodio, 87 mM tartrato de sodio, 120 mM BCA, pH 11.25 y Reactivo
B; solucion 3.6 mM de sulfato cuproso en agua) a los tubos de la curva patrén y a
las muestras problema. Los tubos se incubaron 15 min a 60 °C, se atemperaron y
se evaluo la absorbancia a 562 nm.

Electroforesis de la proteina en geles de poliacrilamida

Para realizar el seguimiento de la purificacion, se realizdé una electroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS) para separar
proteinas con respecto a su peso molecular en condiciones desnaturalizantes, de
acuerdo al método descrito por Laemmli en 1970. En este método, el SDS
desnaturaliza a las proteinas y les confiere carga neta negativa, de esa manera,
las proteinas migran hacia el anodo y se separan unicamente por su peso
molecular. Para esto, se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida-
SDS; gel separador: 10% solucion acrilamida-bisacrilamida (29:1), 0.5 M Tris pH
8.8, 0.1% SDS, 0.05% TEMED, 0.05% APS; gel concentrador: 5% solucion
acrilamida-bisacrilamida (29:1) 0.1 M Tris pH 6.8, 0.1% SDS, 0.07% TEMED,
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0.07% APS. Las muestras se mezclaron con amortiguador de carga (50 mM Tris-
HCI, 2% SDS, 10% glicerol, 0.1% azul de bromofenol, y 100 mM DTT), en
proporcion 1:1 y se hirvieron durante 5 min en bafio maria. El gel se corrié a 150
volts por 60 min en una camara de electroforesis mini protean 3 (Bio-Rad), con
amortiguador de corrida que contiene: 250 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 0.1%
SDS. Una vez concluida la electroforesis, el gel se tifid con azul de Coomassie al
0.05 % en una mezcla de metanol al 50% y acido aceético al 10% en agua.
Posteriormente, se destiid con una mezcla de acido acético al 10% y metanol al
50% en agua. El porcentaje de pureza de las proteinas recombinantes se
determind realizando un analisis densitométrico del gel tefiido, con ayuda del
programa Imaged (Maryland, EU).

Analisis cinético
Caracterizacion cinética

La actividad enzimatica de ALDH se determin6é en un amortiguador de fosfato de
sodio 100 mM, pH 7.4, a 25 °C, en presencia de 1-2 mM de NAD" usando un
espectrofotometro marca Shimadzu modelo UV-1800. La reaccion se inicioé con la
adicion del aldehido correspondiente midiendo la absorbancia a 340 nm, debida al
NADH generado durante la reaccion. Los resultados se analizaron por regresion
no lineal usando la ecuacion de Michaelis-Menten. Para dicho analisis se utilizé el
software MicrocalOrigin v.8.0 (Northampton, Massachusetts, EU).

Ecuacidén de Michaelis-Menten
_ Vinx S
K, +S

v

Ecuacién de inhibicién por sustrato
Vi x [B]

oo (S« oo ) o (B < 0+ )
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Protocolo de activacién por omeprazol

Para la activacion de la proteina recombinante, se tomaron 15-30 yg de la enzima
que fueron incubados con 1 mM de NAD" y 20 uM de omeprazol. La mezcla fue
expuesta a la luz a 310 nm durante 5 min en agitacion constante utilizando un
espectrofluorometro Aminco-Bowman Series 2, con una apertura de paso de luz
de 16 nm. La actividad fue medida como se describié anteriormente. El omeprazol
se preparo en una solucion de dimetil sulfoxido (DMSQO)/metanol (1:1) y se calibré
espectrofotométricamente (¢304= 14.1 x 10®> M'em™). Para evaluar la posible
orientacion de la molécula de omeprazol en el sitio de union del aldehido, se
utilizaron compuestos derivados del omeprazol como pantoprazol, lansoprazol y
rabeprazol. Para este ensayo la enzima se activo con estos derivados de la forma
anteriormente descrita para el omeprazol y se evaluod la actividad de la enzima
activada con propionaldehido, benzaldehido y 4-HNE. También se incubd la
ALDH1A1 activada con omeprazol con diferentes concentraciones del inhibidor
competitivo de ALDH daidzina, en un experimento de competencia para reforzar la

propuesta de uniéon de omeprazol en el sitio de union del aldehido.

Determinacién del paso limitante

El ensayo para determinar el paso limitante de la reaccion se evalué midiendo la
actividad enzimatica en presencia y ausencia de 2 mM de MgCly, el cual
disminuye la velocidad de liberacion de la coenzima, pero acelera la desacilacion.
Este ensayo se hizo usando la enzima activada y no activada con omeprazol, en
presencia de 2 mM de NAD" y 1 mM de propionaldehido. Para realizar la
comparacion, se tomo el porcentaje de actividad con respecto a la condicidn sin
MgCl,. La proporcion de la actividad en ausencia y presencia de MgCl, fue usada
como indicador de la alteracién en el paso limitante de la reaccion. Esto también
se hizo midiendo la actividad de la enzima con algunos aldehidos sustituidos
(acetaldehido deuterado, cloro-acetaldehido y metoxi-acetaldehido), en
condiciones saturantes de sustratos y para hacer la comparacion se tomé como

100% la actividad con acetaldehido.
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Ensayo de inactivaciéon enzimatica

La proteina (15-30 pg) fue incubada en 100 yL de amortiguador de fosfato de
sodio 100 mM (pH 7.4) sin 2-mercaptoetanol, en presencia de diferentes
concentraciones de acroleina y 4-HNE durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo,
la enzima fue diluida 40 veces con amortiguador de fosfato de sodio pH 7.4 y la
actividad remanente fue evaluada con 1 mM de NAD" y 1 mM de propionaldehido.
Para la condicién con omeprazol la enzima fue activada con el modulador usando

el protocolo descrito anteriormente antes del ensayo de inactivacion.

Analisis de la estabilidad de la proteina
Desnaturalizacién por temperatura

El ensayo de estabilidad térmica se llevd a cabo incubando la enzima concentrada
activada y no activada por omeprazol a 45 °C. La actividad se evaluo en alicuotas
tomadas a diferentes tiempos diluyendo la enzima 10 veces con amortiguador de
fosfato de sodio pH 7.4 a 25 °C. El trazo de actividad se inicié con la adicion de 1
mM de NAD" y 1 mM de propionaldehido.

Desnaturalizaciéon por cloruro de guanidina

Se determind la estabilidad estructural de la proteina mediante el desplegamiento
de la enzima con cloruro de guanidina (GdnHCI). Para esto se incubaron muestras
de ALDH1A1 activada y no activada con omeprazol durante 4 h a 25 °C en
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4 y a diferentes concentraciones de
GdnHCI. ElI cambio en la fluorescencia intrinseca fue determinado usando un
espectrofluorometro (Aminco Bowman Series2). La longitud de onda de excitacion
usada fue 280 nm, ya que en ese valor se registra el pico maximo de excitacion
para esta enzima, mientras que el espectro de emision se registrdo en un intervalo
de 300 a 400 nm, tomando el valor de fluorescencia a 337 nm. Los datos
experimentales se analizaron asumiendo que la transicion entre las

conformaciones plegadas y desplegadas era una reaccion de dos estados.
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Evaluacion de la naturaleza de la unién del omeprazol a la proteina
Espectrometria de masas MALDI-TOF

Para el analisis de espectrometria de masas, la enzima activada y no activada con
omeprazol, fue desnaturalizada incubando con 3.5 M de GdnHCI durante 4 h, pues
a esta concentracion se alcanzé la maxima desnaturalizacion de la proteina (para
obtener esta concentracion se hizo una curva de desnaturalizacion de ALDH1A1 a
diferentes concentraciones de GdnHCI). Posteriormente, la proteina se lavo
mediante ultra filtracion con agua destilada utilizando un filtro Amicon de 30 kDa.
Para determinar la masa, las proteinas concentradas se resuspendieron en acido
trifluoroacético (TFA) y se analizaron mediante MALDI-TOF (MS/MS), utilizando un
espectrometro de masas ultrafluo-extremo (Bruker, EE. UU.). Se utiliz6 una matriz
de acido sinapinico (SA) siguiendo el protocolo de gota seca. Para el analisis se
consideraron espectros con picos de intensidad de 1x10°-1x10%.

Ensayo de competencia con p-nitrofenilacetato

La actividad de esterasa de ALDH1A1 se determiné midiendo la hidrdlisis de p-
nitrofenilacetato (pNFA; es importante mencionar que para la actividad de esterasa
no se requiere la presencia de la coenzima). En una cubeta de reaccion de 1 mL
se adicion6 el amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.4) y concentraciones
variables de pNFA. La hidrdlisis basal de pNFA se registré a 400 nm (¢400 = 14
030 M" cm™ a pH 7.5) en un espectrofotometro de diodos Agilent 8453. La
reaccion se inicié con la adicion de la enzima (10-20 ug). La tasa neta de hidrdlisis
se calculd restando la hidrolisis basal de la hidrélisis obtenida después de la
adicién de la enzima. Para determinar el efecto del NADH, se realizé el mismo
experimento en presencia de 10 y 25 uyM de NADH. En el caso de la enzima
activada con omeprazol, primero se diluyé la enzima y se concentr6 hasta
alcanzar una dilucion de 400 veces y la actividad de esterasa se determiné en
presencia de 100 y 250 yM de NADH.
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Ensayos de la proteccion celular del estrés oxidante generado por H20;
Ensayo de proteccion con células de E. coli BL21

Este ensayo se realizd utilizando células E. coli BL21 transformadas con el
plasmido conteniendo el gene que codifica para ALDH1A1 humana, incubadas en
medio minimo M9 (100 mM NayHPO4, 20 mM KH2PO4, 10 mM NaCl, pH7.4)
suplementado con 28 mM de glicerol como fuente de carbono; una vez
esterilizado, al medio se le adicion6 20 mM NH4CI estéril. Para inducir la expresion
de la proteina se agregd 0.4 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG);
como control se incluyeron bacterias sin adicion de IPTG. Los cultivos se iniciaron
con una densidad o6ptica de 0.1 a 600 nm y se incubaron durante tres horas en
presencia de IPTG, para permitir la expresién de ALDH1A1 antes de la induccion
del estrés oxidativo. Pasado este tiempo las células se incubaron con omeprazol
durante 1 h, se lavaron con medio M9 para eliminar la fraccion de omeprazol que
no ingreso a la célula y luego se expusieron durante 10 min a la luz con una
longitud de onda de 310 nm, utilizando un espectrofluorémetro Aminco-Bowman
Serie 2 con un paso de luz de 16 nm. Posteriormente, las células se expusieron a
un pulso de 20 mM H,O». El crecimiento se midié determinando la densidad éptica
del cultivo a 600 nm cada hora, hasta que se alcanzé la fase estacionaria de
crecimiento. Para el experimento, las células se trataron en seis condiciones
diferentes: (1) Células que expresaban la ALDH1A1 humana sin tratamiento con
omeprazol, en ausencia de HyOj; (2) Células que expresaron ALDH1A1 sin
tratamiento con omeprazol y luz, expuestas a 20 mM de HyO,; (3) Células que
expresaron ALDH1A1 sin tratamiento con omeprazol, expuestas a la luz y 20 mM
de Hy0,; (4) Células que expresaron ALDH1A1 incubadas con 100 uM de
omeprazol, sin exposicion a la luz y expuestas a 20 mM de H,O»; (5) Células que
no expresaban ALDH1A1 (en ausencia de IPTG), incubadas con 100 uM de
omeprazol, expuestas a la luz y 20 mM de HyOy; (6) Células que expresaron
ALDH1A1 incubadas con 100 uM de omeprazol, expuestas a la luz y 20 mM de
H.O,. Finalmente, las células del experimento anterior se cosecharon por

centrifugacion y se rompieron mediante sonicacion. En los extractos, se midio la
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actividad de ALDH como se indicé anteriormente y se evaluaron los niveles de
aldehidos lipidicos.

Aislamiento de células AS30D y ensayo de protecciéon

Las células de hepatoma AS-30D, se propagaron mediante inyeccion
intraperitoneal de 2-5 x 10° células en ratas Wistar hembras de 250 g de peso.
Después de 5-7 dias, las células se aislaron del liquido ascitico y se lavaron 6-8
veces con amortiguador Ringer-Krebs (NaCl 125 mM, KCI 5§ mM, MgCl, 1 mM,
CaCl; 1.4 mM, KH,PO4 1 mM y Hepes 25 mM, pH 7.4). Luego, las células se
resuspendieron en un volumen equivalente al de la pastilla y se cuantifico la
proteina. Para los experimentos de exposicion al H;O,, se afiadid una
concentracion de células de AS-30D de 15 mg de proteina/mL en un volumen final
de 2 mL y se expusieron a diferentes concentraciones de H;O, por 1 h para
obtener una Clso. Posteriormente, para determinar la concentracién 6ptima de
omeprazol y el tiempo de incubacidn a utilizar, se expusieron las células a
diferentes concentraciones de omeprazol y se vario el tiempo de incubacion con
omeprazol, asi como el tiempo de exposicion a la luz a una longitud de onda de
310 nm. Se determiné una concentracion optima de omeprazol de 100 yM y un
tiempo de 1 h de incubacion a 37 °C. Mientras que se determiné un periodo
optimo de incubacion a la luz de 10 min. Luego, las células se lavaron con
amortiguador Ringer-Krebs, se cosecharon centrifugando a 1500 rpm durante 5
min y se resuspendieron en 2 mL del mismo amortiguador. Se ensayaron
diferentes concentraciones del inhibidor disulfiram incubando por 30 min, para
encontrar una concentracién inhibidora, que disminuyera de manera importante la
actividad de ALDH, pero no afectara la viabilidad de las células AS-30D y se
determiné una concentracion de disulfiram de 8 yM. Las células se incubaron
durante 30 min con este compuesto a 37 °C; transcurrido este tiempo se lavaron
nuevamente, se cosecharon y se resuspendieron en 2 mL de Ringer-Krebs pH 7.4.
Se incubaron con H,O, 75 mM (LDso a 1 h de incubacion), durante 1 ha 37 °C y al

final de ese tiempo se recuperd una alicuota para medir la viabilidad celular con
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azul tripano. El resto de las células se cosecharon por centrifugacion a 2500 rpm
durante 10 min. El botdn fue suspendido en 1 ml de Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM,
DTT 5 mMy PMSF 1 mM, pH 7.4. Las células se rompieron mediante 3 ciclos de
congelacion (en nitrogeno liquido) y descongelaciéon (en agua a 37 °C) y el
extracto se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min. Se recuperé el sobrenadante

para medir las actividades enzimaticas.

Determinacion de la actividad enzimatica

Aconitasa. Este ensayo se llevd a cabo en amortiguador KME (KCI 10 mM,
MOPS 1 mM y EGTA 1 mM) pH 7.2 en presencia de 1-2 U de isocitrato
deshidrogenasa comercial dependiente de NADP*, 2 mM de citrato de sodio, 1
mM de MnCl, y 2 mM de NADP". La reaccion especifica de la aconitasa se inicié
con la adicion de 0.02-0.05 mg del extracto celular, y se siguié la formacion de
NADPH a 340 nm (e= 6.22 cm' mM'). La medicién se realizé en un
espectrofotometro UV-1800 marca Shimadzu. La omision de citrato de sodio de la

mezcla de reaccion no produjo actividad alguna.

Superoéxido dismutasa. La actividad de SOD se determiné mediante un ensayo
competitivo utilizando el sistema xantina/xantina oxidasa para reducir el nitro azul
de tetrazolio (NBT). La actividad se determin6 mediante espectrofotometria
midiendo la reduccion de NBT a formazan a 560 nm. Se anadié el extracto (0,02
mg) en 1 mL de solucién compuesta por fosfato de potasio 50 mM, EDTA 1 mM,
pH 7.8 y adicionando 1 U/mL de catalasa, 0.06 mM de NBT, 0.06 mg/mL de
albumina y 0.25 mM de xantina a 25 °C . La reaccion se inicio afiadiendo 15 ug de

xantina oxidasa.

Catalasa. El ensayo de actividad de catalasa, se llevd a cabo en amortiguador
KME pH 7.2 en presencia de 5 mM de H;0O,. Para corregir la reaccién no
enzimatica del H,O,, se agregaron 0.02-0.05 mg del extracto, una vez que se
produjo la reaccion espuria durante unos segundos, se sigui6é la desaparicion del
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H.02 a 240 nm (e= 43.6 cm™ M™). La medicion se realizé en un espectrofotémetro
UV-1800 marca Shimadzu.

Glutation peroxidasa. El ensayo de actividad de GPx se llevo a cabo en
amortiguador KME pH 7.2 en presencia de 1,5-2 U de glutation reductasa
comercial, 8 mM de glutatién reducido (GSH) y 0.15 mM de NADPH. Para corregir
la reaccion no enzimatica de perdxidos con los sustratos reducidos GSH y NAPH,
se agregd a la mezcla de ensayo 0.6 mM de hidroperdxido de terbutilo. Una vez
que se produjo la reaccidn espuria durante unos segundos, se inicio la reaccion
especifica de GPx con la adicion de 0.02-0.05 mg del extracto y se siguio la
desaparicién del NADPH a 340 nm (e= 6.22 cm™ mM™"). La medicién se realizé en
un espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800. La omision de GSH de la

mezcla de reaccion no produjo actividad alguna.

Glutation S-transferasa. El ensayo de actividad de la GST se llevd a cabo en
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6.5 en presencia de 5 mM de GSH
y 5 mM de 2-4 dinitroclorobenceno (DNCB). Para corregir la reaccion no
enzimatica se mide la reaccién entre el GSH y el DNCB, una vez que se produjo la
reaccion espuria durante unos segundos, se inicio la reaccion especifica de la
GST con la adicion de 0.02-0.05 mg del extracto y se sigue la aparicion del
conjugado a DNCB-GSH a 340 nm (e= 9.6 cm™ mM™). La medicién se realizé en
un espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800. La omision de GSH de la

mezcla de reaccion no produjo actividad alguna.

Aldehido deshidrogenasa. El ensayo de actividad de ALDH se llevd a cabo
adicionaron 0.02-0.05 mg del extracto en amortiguador de fosfato de sodio 100
mM y NaCl 100 mM pH 7.4 en presencia de 1 mM de NAD" y 100 uM de pirazol.
Para corregir la reaccion no enzimatica se agrego el extracto en ausencia de
sustrato y una vez que se registro la reaccion espuria durante unos segundos, se
inici6 la reaccién especifica de ALDH con la adicion de 1 mM de propionaldehido y
se siguid la aparicion de NADH. La medicion se realizé en un espectrofluorometro
Aminco Bowman Series 2 utilizando longitudes de onda de excitacion y de emision
de 340 y 460 nm, respectivamente. Para obtener la velocidad maxima en mU/mg
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se realizd una curva patrén variando la concentracion de NADH en el
espectrofluorometro utilizando una solucion de NADH calibrada en un
espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-1800 utilizando el £€=6.22 mM'ecm™ del
NADH.

Lactato deshidrogenasa. El ensayo de actividad de LDH se llevo a cabo en
amortiguador KME pH 7.2 en presencia de 0.2 mM de NADH. Para corregir la
reaccion no enzimatica se adicionaron 0.02-0.05 mg del extracto. Una vez que se
produjo la reaccion espuria durante unos segundos, se inicid la reaccion especifica
de LDH con la adicion de 1 mM de piruvato de sodio y se siguid la aparicidén de
NADH a 340 nm. La medicién se llevd a cabo utilizando un espectrofotometro con
detector de diodos Agilent 8453 con adaptador de multicelda y temperatura
controlada.

Determinaciéon de los productos de lipoperoxidacion. Los niveles de
malondialdehido (MDA) se determinaron usando el protocolo reportado por
Gerard-Monnieret al., en el que en presencia de acido metanosulfénico, el 1-metil-
2-fenilindol reacciona con aldehidos formando una carbocianina y la absorbancia
del compuesto resultante se puede leer a 586 nm (e= 110 000 M cm™).

Aislamiento de mitocondrias de células AS30D

Para el aislamiento mitocondrial se lavaron e incubaron células en amortiguador
SHE compuesto por sacarosa 220 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7.3 a 4
°C, en presencia de 10 pg de digitonina/mg de proteina y 1% de albumina.
Después de 10 min de incubacion, las células se sometieron a una ligera
homogeneizacion utilizando un homogenizador de vidrio-teflon Potter-Elvehjem,
durante 5 min. La suspension de células parcialmente homogeneizadas se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se descart6. Luego, el
sedimento se resuspendié en amortiguador SHE y esta vez se homogeneiz6
completamente. El homogeneizado se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min y se

descarté el boton. El sobrenadante que contenia mitocondrias se centrifugo a
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10000 rpm durante 10 min, el sedimento resultante se resuspendié en 1 ml de
amortiguador SHE y se incubd en presencia de 0.2 % albumina libre de acidos
grasos y ADP 1 mM durante 10 min. Luego, la fraccion mitocondrial se diluy6 a 30
mL con amortiguador SHE y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min.
Posteriormente se descart6 el sobrenadante y se resuspendid la fraccion
mitocondrial en 500 yl de amortiguador SHE. La concentracion de proteinas se

determind segun el método del BCA.

Respiracion mitocondrial

La tasa de respiracion mitocondrial se determiné usando un electrodo de O, tipo
Clark en un amortiguador compuesto por KCI 120 mM, MOPS 20 mM, EGTA 0.5
mM pH 7.3, saturado de oxigeno a 37 °C. Se incubaron mitocondrias (0.5 mg) en
presencia de glutamato 5 mM mas malato 5 mM como sustratos y KH2PO4 5 mM.
Para determinar la respiracion de estado 3, se afadieron 600 nmol de ADP a la

mezcla de ensayo.

Determinacién de la formacion del potencial mitocondrial transmembranal

El potencial transmembranal se determiné incubando mitocondrias (0,2 mg de
proteina) en amortiguador KME compuesto por KCI 120 mM, MOPS 20 mM pH
7,3, EGTA 0,5 mM y fosfato de potasio 5 mM, a 37 °C, utilizando glutamato 5 mM
y malato 5 mM como sustratos, en presencia de 50 nM de rodamina 123; donde se
indica, se afadi® ADP 50 uM a la cubeta para iniciar la sintesis de ATP. La
cuantificacion se realizd excitando la muestra a una longitud de onda de 493 nmy
registrando la emision a 525 nm, en un espectrofluorometro Aminco Bowman
Serie 2 equipado con agitador y controlador de temperatura, y burbujeando el
amortiguador en la cubeta con oxigeno. Al final de los experimentos, se afiadio
CCCP 1 uM a la cubeta para colapsar el gradiente y calcular el valor maximo de

formacion de gradiente.
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Resultados y Discusion
Analisis de acoplamiento molecular de ALDH con omeprazol

El analisis de acoplamiento revelé que el omeprazol puede unirse al sitio activo de
ALDH1A1 humana con alta afinidad (Kd de 1,3 pM), mientras que para ALDH2 y
ALDH3A1 esta fue mayor (Kd de 3,4 y 5,8 uM, respectivamente). El analisis
también predijo dos posibles orientaciones para la molécula de omeprazol en el
sitio de union al aldehido de la enzima, una con el anillo de piridina y otra con el
anillo de bencimidazol orientado hacia la cisteina catalitica (Cys 302; Figura 6A y
6B).

Para evaluar el efecto del omeprazol sobre ALDH1A1, se ensayo la actividad de la
enzima humana recombinante en presencia de este compuesto. Como sugirio el
analisis de docking, el omeprazol activd ALDH1A1 con un incremento
sobresaliente en la actividad de 4 a 6 veces, a una concentracion saturada de
sustratos; la activacion maxima se alcanzé a 20 yM del compuesto. El omeprazol
también se ensayo con ALDH2 y ALDH3A1 humanas, pero no se observé ningun
efecto sobre la actividad de estas isoformas (Figura 6C), incluso a una
concentracion de 100 pM.

Para descartar que la activacion estuviera relacionada con un cambio en el estado
de oligomerizacién de la proteina, se sometié a la enzima ALDH1A1 activada con
omeprazol a cromatografia de exclusion molecular, pero no se observaron
diferencias en el peso molecular entre la enzima activada con omeprazol y el

control.
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Figura 6. Resultados del analisis de acoplamiento molecular de omeprazol en el
sitio activo de ALDH1A1. Se presenta un corte del sitio activo de la proteina que
muestra la orientacion del omeprazol en las dos conformaciones predichas en el
sitio de unién del aldehido. (A), conformacion de omeprazol con el anillo de
piridina frente a C302. (B), conformacion de omeprazol con el anillo de
bencimidazol frente a C302. La proteina se muestra como superficie con el interior
en listones; el omeprazol se muestra como bastones, indicando partes de la
molécula con flechas; y C302 se muestra como bastones en un area amarilla
sefialada con una flecha. (C) Efecto del omeprazol sobre ALDH1A1, ALDH2 y
ALDH3A1 humanas; las barras azules muestran las enzimas sin omeprazol y las

barras verdes representan las enzimas tratadas con omeprazol.
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Como sugiere el analisis de acoplamiento molecular, el omeprazol interactué con
la ALDH1A1 humana y aumento la actividad en aproximadamente 10 veces en
comparacion con Alda-1 (Belmont-Diaz et al., 2016) y tamoxifen (Belmont-Diaz et
al., 2015), convirtiéndose en el activador mas potente de esta enzima reportado
hasta ahora. Sin embargo, el omeprazol no afecté la actividad de ALDH2 y
ALDH3A1 humanas. La falta de efecto del omeprazol sobre estas enzimas puede
estar relacionada con las diferencias en el volumen y la composicion de
aminoacidos del sitio activo entre las tres enzimas, lo que dificultaria la union y
estabilizacién del farmaco en ALDH2 y ALDH3A1. Otra posibilidad es que el
omeprazol modifique el paso limitante del mecanismo de reaccion en ALDH1 A1
pero no en las otras isoformas, ya que como se mostré anteriormente, estas
enzimas poseen un paso limitante diferente (Rodriguez-Zavala et al., 2019; Ho et
al., 2005; Mann et al., 1999).

Curiosamente, el grado de activacion de omeprazol de ALDH1A1 fue mayor (de 4
a 5 veces) cuando se utilizaron en el ensayo alicuotas de preparaciones antiguas
de la enzima (reservas enzimaticas almacenadas con glicerol al 50% a -20 °C
durante mas de 6 meses, datos no mostrados), lo que sugiere que el omeprazol
actua reestructurando la enzima para recuperar su actividad. Un efecto similar de
Alda-1 en ALDH2*2 (variante asiatica) fue reportado previamente, mostrando que
el activador reestructurdé la enzima, restaurando la afinidad y actividad de la
coenzima, actuando asi como una chaperona molecular (Perez-Miller et al., 2010).

Se llevaron a cabo experimentos adicionales con derivados de omeprazol con
diferentes sustituyentes en el anillo de piridina (lansoprazol y rabeprazol) o en los
anillos de bencimidazol (pantoprazol) (Figura 7A y 8B), para tener indicios sobre la
orientacion de la molécula de activador en el sitio activo. La activacion de
ALDH1A1 conseguida con pantoprazol fue similar a la provocada por omeprazol,
pero cuando se analizd el lansoprazol, la activacion observada fue
aproximadamente la mitad de la obtenida con omeprazol. Asi mismo, la activacion
alcanzada con rabeprazol (el derivado que tenia el sustituyente de mayor longitud
en el anillo de piridina), fue la mas baja observada (Figura 7B).
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El efecto del omeprazol y derivados de omeprazol también se evalu6 en presencia
de benzaldehido (un aldehido voluminoso) y 4-HNE (un aldehido con una cadena
alifatica larga; Figura 3). Se observo un menor grado de activacion con omeprazol
y lansoprazol, cuando se utilizd benzaldehido como sustrato, y no hubo diferencia
significativa cuando rabeprazol fue el activador con este sustrato, en comparacion
con el control (Figura 7C). Con 4-HNE, la actividad fue aproximadamente el doble
en la enzima activada con omeprazol, pero no hubo activacion con lansoprazol o

rabeprazol, en comparacion con el control en ausencia de activador (Figura 7C).
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Figura 7. Activacion de ALDH1A1 humana por omeprazol y algunos derivados de
omeprazol. (A), Diferencias en la magnitud de activacion de ALDH1A1 por
derivados de omeprazol: ®m, pantoprazol, ®, omeprazol; A, lansoprazol; V¥,
rabeprazol. La actividad de ALDH1A1 se determind como se indica en la seccion
materiales y métodos. La constante catalitica k¢4t en ausencia de activador (44 + 4
min”) se considerd6 como 100%. Los datos se ajustaron a la ecuacién de
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Michaelis-Menten. (Los valores de Kos en uM y % de activacién fueron 2 + 0.2 y
671 +208;1.6+0.2y800+282;1.3+0.2y483+70;1.4+0.3y370x 110, para
omeprazol, pantoprazol, lansoprazol y rabeprazol, respectivamente). (B),
Estructuras de los derivados de omeprazol utilizados en este estudio. (C)
Proteccion por omeprazol de la inhibicion de ALDH1A por daidzina. En circulos
rojos se muestra la inhibicion de la enzima por daidzina en ausencia de omeprazol
y los cuadrados negros muestran el efecto de daidzina sobre la enzima
previamente activada con omeprazol. (D), Efectos de los aldehidos de cadena
alifatica corta, aromatica voluminosa vy alifatica larga sobre el grado de activacion
de ALDH1A1. En este experimento se activdo ALDH1A1 con omeprazol y sus
derivados lansoprazol y rabeprazol, y se ensayo la actividad con diferentes
sustratos. Las barras verdes muestran la actividad con propionaldehido, las barras
azules muestran la actividad con benzaldehido y las barras rojas muestran la
actividad con 4-HNE. Los resultados son la media + DE en experimentos con tres
preparaciones enzimaticas independientes. (* p <0,001 con respecto a la actividad
de la enzima sin omeprazol (prueba t de Student).

Estos datos sugieren que el omeprazol esta orientado con el anillo de piridina
hacia la cisteina reactiva (C302) en el sitio activo y que los sustituyentes en este
anillo pueden presentar un impedimento estérico durante la catalisis; este efecto
fue mas evidente con el sustituyente mas voluminoso (Figura 7D). A pesar de la
menor activacion obtenida con lansoprazol y rabeprazol, estas moléculas junto con
omeprazol y pantoprazol son los activadores mas potentes de ALDH1A1
reportados hasta la fecha, ya que la activacidon por Alda-1 y tamoxifen sobre esta
enzima fue de solo alrededor de 0,6-0,8-veces (Rodriguez-Zavala et al., 2019).

Se obtuvo evidencia adicional de la unién de omeprazol en el sitio de union de
aldehido de ALDH1A1 y la orientacion adoptada por este activador, cuando se
evaluo el efecto de omeprazol y derivados de omeprazol utilizando benzaldehido o
4-HNE como sustratos (Figura 7D) . La correlacion del menor efecto observado
con benzaldehido con el incremento de tamafno de los sustituyentes del anillo de
piridina, asi como el efecto activador nulo de estos derivados de omeprazol con el
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4-HNE como sustrato, apoyan la hipotesis de que el anillo se orienta hacia la
cisteina catalitica y que los sustituyentes en este anillo reducen el volumen del

sitio activo, limitando la reaccion con aldehidos grandes o voluminosos.

Estos datos indican que el activador de hecho esta interactuando con el sitio de
unién del aldehido. Se han reportado resultados similares de activacién mas baja
con benzaldehido para la activacion de ALDH2 por Alda-1, y se interpretaron como
una evidencia de disminucién del volumen del sitio activo después de la unién de
este activador (Chen et al., 2008), que luego se demostré en la estructura de la
variante asiatica ALDH2*2 unida al Alda-1 (codigo PDB 3INL; Perez-Miller et al.,
2010).

Para explorar mas a fondo la interaccion del omeprazol en el sitio de union al
sustrato de ALDH1A1, se llevd a cabo un experimento de competencia con
daidzina, un inhibidor de ALDHs (Keung et al., 1993). La presencia de omeprazol
hizo que la enzima fuera practicamente insensible al efecto de la daidzina (Figura
7D), que interactua con la enzima en el sitio de union del aldehido, como se
determina en la estructura de ALDHZ2 unida con el inhibidor (codigo PDB 2VLE;
Lowe et al., 2008). Nuestros datos confirman ademas que el activador esta
interactuando con el sitio de unién del aldehido. Para fortalecer este punto, se
evalud el efecto de la actividad de esterasa en presencia de la coenzima en la
enzima activada y sin activaciéon por omeprazol. En la enzima sin omeprazol,
NAD" incremento la actividad de esterasa como se describié anteriormente (Ho et
al., 2005), pero en la enzima activada con omeprazol, la coenzima se comporto

como un inhibidor competitivo (Figura 8).

Naturaleza de la unién al omeprazol

Con base en el mecanismo de accién reportado para la inhibicion de omeprazol de
la H", K'/ATPasa gastrica, donde se generan compuestos reactivos de cisteinas
(Morii et al., 1989; Kalyanashis et al., 2016), se planted la hipotesis de que la unidn
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del omeprazol a ALDH1A1 podria ser covalente. Se probaron tres enfoques
experimentales para dilucidar la naturaleza de la union del omeprazol:
dilucion/concentracion de proteinas, exposicion a la temperatura y analisis de
espectrometria de masas. La proteina se activé con omeprazol, luego se diluyé 10
veces con amortiguador y se concentr6 a un pequefio volumen usando filtros
Amicon con corte de peso molecular de 50 kDa, el proceso se repitio dos veces
mas para alcanzar mas de tres ordenes de magnitud de dilucion de omeprazol.
Después de este proceso, ALDH1A1 permanecio activada (Figura 9A), lo que

sugirio que el omeprazol se encontraba unido covalentemente a la proteina.

El tratamiento con temperatura es una herramienta util para evaluar la naturaleza
de las interacciones proteina-ligando. Se incub6 ALDH1A1 activada con
omeprazol en amortiguador de fosfatos a 45 °C (esta temperatura no es suficiente
para desnaturalizar a la proteina o afectar irreversiblemente la actividad, pero
puede desestabilizar levemente la estructura), luego se retiraron alicuotas en
diferentes momentos y se diluyeron 10 veces con amortiguador a 25 °C para
ensayar la actividad. Curiosamente, después de 2 min de incubacion a 45 °C, la
enzima sufri6 una desactivacion, ya que la actividad volvid al nivel del control
(Figura 9B). Un experimento mas detallado de evaluacion de la estabilidad a la
temperatura de ALDH1A1 activado con omeprazol, mostré una tendencia leve
pero no significativa a la proteccion de la enzima a temperaturas por debajo de 45
°C, pero a temperaturas mas altas los perfiles de desnaturalizacion del control y la

enzima activada eran idénticos.

Posteriormente, la enzima activada con omeprazol se sometié a un analisis de
espectrometria de masas MALDI-TOF, encontrando que la proteina exhibia un
aumento en la masa del monémero equivalente a la del omeprazol. Sin embargo,
en estas condiciones, se observd una pequefia fraccion de proteina en la forma
dimérica (recuadro Figura 9C), lo que indica que la enzima no estaba
completamente desnaturalizada, este pico mostré un incremento en la masa de la
proteina (dimero) correspondiente a dos moléculas de omeprazol, en comparacion

con el control (recuadro de la Figura 9C). Para asegurar la desnaturalizacion
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completa, la proteina se tratd6 con GdnHCI, luego se lavé con amortiguador de
fosfatos y se sometio a analisis de espectrometria de masas. En este experimento
los resultados no indicaron diferencias significativas entre la masa de la enzima
activada con omeprazol y el control (Figura 9C). Después de estos resultados, se
realiz6 un analisis de acoplamiento con la estructura rigida de omeprazol en el

sitio activo de ALDH1, los resultados se muestran en la 1Figura 9D.
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Figura 9. Evaluacion de la naturaleza de unién del omeprazol a ALDH1A1. (a),
Efecto de la dilucidon/concentracion sobre la actividad de ALDH1A1 activada por
omeprazol. (b) Efecto de la temperatura (45 °C) sobre ALDH1A1 activada con
omeprazol (20 pyM); el inserto muestra el perfil de desnaturalizacién de GdnCl del
control ALDH1A1 y el activado con omeprazol con el fin de obtener la maxima
concentracion de desnaturalizacion. (c), Analisis de espectrometria de masas de
ALDH1A1 después de la activacion con omeprazol con o sin desnaturalizacion por
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GdnCl. El recuadro muestra los resultados de la espectrometria de masas de la
enzima sin incubacion con GdnCl. Los resultados son representativos de
experimentos con tres preparaciones enzimaticas independientes. (D). Orientacion

propuesta de la estructura rigida de omeprazol en el sitio activo de ALDH1A1.

La prevalencia de la activacion de la enzima después de la dilucion/ concentracién
sugiere fuertemente que una vez que se completa el proceso de activacion, el
omeprazol permanece fuertemente unido a ALDH1A1. Sin embargo, el tratamiento
con temperatura desactivo la enzima (Figura 9B), lo que sugiere que la exposicion
a la temperatura indujo una conformacion mas flexible de la proteina favoreciendo
la liberacion de omeprazol del sitio activo y su desactivacion, estos datos sugieren

que la unién del omeprazol a la enzima no es covalente.

Los experimentos de espectrometria de masas revelaron que la naturaleza de la
unién del omeprazol a la proteina no es covalente. Como se muestra en la Figura
10, el acido sulfénico formado tras el reacomodo de la estructura del omeprazol,
puede sufrir una deshidratacién adquiriendo la estructura de sulfonamida, que ya
no es flexible. Por lo tanto, es posible que en el sitio activo de la enzima, donde las
moléculas de agua son escasas, el intermediario sulfénico del omeprazol se
deshidrate y la estructura rigida resultante quede atrapada irreversiblemente en el
sitio activo (Figura 9D).
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Figura 10. Mecanismo propuesto para la activacion de ALDH1A1 por omeprazol.
1) La unién de la coenzima promueve una disminucion del pKa de la cisteina
catalitica (C302) posteriormente el anillo de bencimidazol del omeprazol activado
por luz extrae el protén de la C302; 2) El omeprazol sufre un reordenamiento
molecular similar al inducido por un pH acido; 3) Los productos finales
intercambiables son reactivos de tiol, los cuales proponemos que se unen a la
ALDH1A1, la estructura del producto generado tras la deshidratacion en el sitio

activo es la que creemos es el verdadero activador de la enzima.

Por otro lado, los datos de espectrometria de masas en ausencia de GdnHCI
sugieren que los cuatro sitios activos de la enzima estan ocupados por omeprazol,

ya que se observan incrementos en la masa de la proteina equivalentes a una
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molécula de omeprazol en la fraccion monomérica y a dos moléculas de
omeprazol en la fraccion dimérica (recuadro, Figura 9C). Estos resultados
sugieren que aunque la enzima posee la mitad de la reactividad de los sitios (Zhou
et al., 2000; Yoval-Sanchez et al., 2013), todos los sitios estan activos, porque
todos los sitios son capaces de transformar y atrapar omeprazol. En un trabajo
previo se separaron y estabilizaron los dimeros que componen al tetramero de
ALDH1A1 humana, determinando que las dos subunidades de los dimeros
obtenidos estaban activas, ya que la magnitud de estallido de generacion de
NADH observada con esta enzima fue de 2 (Yoval-Sanchez et al., 2013).

Proteccion de las células bacterianas del estrés oxidativo por omeprazol

Dado que los experimentos in vitro demostraron que el omeprazol era un potente
activador de ALDH1A1 humana recombinante y protegia a la enzima de la
inactivacion por los aldehidos lipidicos (datos no mostrados), evaluamos si la
presencia del activador podria proteger a las células de los efectos del estrés
oxidativo. EI modelo utilizado consistié en un cultivo de E. coli que expresa la
ALDH1A1 humana, expuesto a la adicion de un pulso de 20 mM H,;O, para
generar estrés oxidativo. Las células se expusieron al estresor en 4 condiciones
diferentes, como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados mostraron
que las células que no expresaban a la enzima dejaron de crecer inmediatamente
después de la adicién del pulso de HO,. Se observo el mismo efecto en las
células que expresaban la enzima, pero no se expusieron al omeprazol, y en los
cultivos que expresaron ALDH1A1, se expusieron al omeprazol, pero no se
expusieron a la luz para activar al farmaco (Figura 11A). Sin embargo, las células
incubadas en las condiciones para la activacion de omeprazol previas a la adicion
de H,0O,, fueron protegidas del estrés generado (Figura 11A), ya que no hubo
diferencia significativa con el crecimiento del cultivo del control sin ningun
tratamiento previo y sin H>O,. Un analisis adicional del extracto de células
protegidas por el tratamiento con omeprazol mostré una concentracion disminuida

de aldehidos lipidicos con respecto a las condiciones en las que las células no se
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trataron con el farmaco (Figura 11B). Ademas, se evalu¢ la actividad de ALDH en
extractos bacterianos de las diferentes condiciones. La actividad de ALDH
disminuyo casi 10 veces en las células que expresaban la enzima recombinante,
pero no fueron tratadas con omeprazol o fueron tratadas con omeprazol pero no
activadas con luz, en correlacion con el incremento en aldehidos lipidicos (Figura
11B). Sin embargo, la actividad de ALDH se conservo en las células protegidas
por omeprazol (Figura 11C), en comparacién con las células que expresaban
ALDH1A1, pero no se sometieron al tratamiento de activacion con omeprazol.
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Figura 11. Efecto protector del omeprazol en células expuestas a estrés oxidativo.
(A), Curvas de crecimiento de ceélulas de E. coli cultivadas en medio M9, que
expresan ALDH1A1 humana y sometidas a diferentes condiciones como se detalla
en la seccion de materiales y métodos. (B) Niveles de aldehidos lipidicos en
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extractos bacterianos; (C), actividad de ALDH en extractos bacterianos. En todas
las condiciones ensayadas se adicioné el IPTG para sobre-expresar la ALDH1A1
a excepcion de la condicion 5 en donde esté no se adicion6. ®/(1), células sin
tratamiento con omeprazol, en ausencia de H20,, sin exposicion a la luz; O/(2),
células sin tratamiento con omeprazol, expuestas a la luz y H,O, 20 mM; A/(3),
células incubadas con omeprazol 100 uM, sin exposicidon a la luz y en presencia
de H,O, 20 mM; , células sin omeprazol y tratamiento con luz, expuestas a
H20, 20 mM; €/(5), células incubadas sin IPTG (no expresan ALDH1A1), tratadas
con omeprazol 100 pyM, expuestas a la luz y en presencia de H>.O, 20 mM; O/(6),
células incubadas con omeprazol 100 M, expuestas a la luz y en presencia de
H202 20 mM. * p <0,001 respecto a 1y 6; #p <0.01 vs 1-4, 6 (ANOVA con prueba
post-hoc Scheffe).

El tratamiento con omeprazol protegid a las células bacterianas que sobre
expresaban a la ALDH1A1 del estrés generado por la adicién de H,O,. Esta
proteccion bacteriana se correlacion6é con una disminucién en la concentracién de
aldehidos lipidicos y la preservacion de la actividad de ALDH (Figura 11). La
inactivacién de la enzima en las células expuestas a las condiciones de estrés sin
activacion del omeprazol, puede ser el resultado de la exposicion a altos niveles
de aldehidos lipidicos promovidos por el pulso de H»O, (Figura 11B), ya que
anteriormente se report6 que ALDH1A1 es sensible a la inactivacién por estos
aldehidos (Yoval-Sanchez et al., 2012), sin embargo, no se descarta que esta
inactivacion de la enzima pueda ser producto de un mal plegamiento en la
proteina o una expresion disminuida de la ALDH1A1. Estos resultados muestran
que el omeprazol protegid a las células bacterianas de los efectos toxicos de los
aldehidos lipidicos generados durante el estrés oxidativo por la activacion de
ALDH1A1 y también por la proteccion de la enzima de la inactivacion, lo que

permitié la desintoxicacion eficiente de estos compuestos tdxicos en la célula.
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Efecto del omeprazol sobre la viabilidad de hepatocitos aislados y células
AS-30D expuestas a estrés

Las células AS-30D se originaron del higado de rata y al igual que los hepatocitos,
se esperaba que las células AS-30D tuvieran una alta expresion basal de
ALDH1A1, por lo que se evaluo la expresion de las principales isoformas de ALDH
en AS-30D y hepatocitos aislados. Como se muestra en la figura 12A y 12B, las
células AS-30D mostraron una expresion mas alta de ALDH1A1 seguida de
ALDH2 y en niveles mas bajos de ALDH1A3 y ALDH3A1. Curiosamente, en los
hepatocitos aislados, ALDH1A3 mostro la expresidon mas alta, seguida de ALDH2
y ALDH1A1 (Fig. 12A, 12B). Para el siguiente paso, las células AS-30D se
expusieron a la generacion de estrés oxidativo mediante la incubacién con H0O..
El valor de LDso para H,O; calculado para la viabilidad celular fue 75 £ 9 mM (n =
5) a una h de incubacién (Fig. 12C). Se llevaron a cabo experimentos adicionales
para determinar la concentracion 6ptima de omeprazol al incubar las células y el
tiempo de exposicion a la luz, ya que previamente se determiné que el omeprazol
requiere luz y la presencia de NAD'/NADH para activarse en el sitio activo de
ALDH1A1. Se propuso que se requiere NAD" (o NADH) para activar la cisteina
catalitica al disminuir su valor de pKa, mientras que se necesita luz para activar el
anillo de bencimidazol del omeprazol que extrae el protén del grupo sulfhidrilo de
la cisteina catalitica, previamente activada por la unién de la coenzima. Después
de la activacién inicial por luz, el omeprazol sufre un reacomodo molecular similar
al que ocurre en el ambiente acido del estomago (Jana et al., 2016), lo que hace
que la sulfenamida tenga una estructura rigida que queda atrapada en el sitio
activo de la enzima. La concentraciéon optima determinada para la incubacion de
células AS-30D con este compuesto fue de 100 uM, mientras que el tiempo de
exposicidn a la luz para la activacion de omeprazol fue de 10 min. Las células AS-
30D en condiciones de control mostraron mas del 90% de viabilidad después de
una hora de incubacion en amortiguador a 37 °C, mientras que las células
expuestas a 75 mM de H,O, mostraron aproximadamente un 50% de viabilidad
(valor LDsp). En las células que fueron expuestas a la luz durante 10 min y luego a
H,O,, también se determind la viabilidad de aproximadamente el 50%, lo que
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indicd que la exposicion a la luz no afecta significativamente la viabilidad de las
células (Figura 12D). Cuando las células se incubaron con omeprazol 100 uM, se
expusieron a la luz para activar el compuesto y luego se incubaron con HzO, 75
mM, la viabilidad fue similar a la del control; sin embargo, cuando las células se
trataron con omeprazol sin exposicion a la luz y se expusieron a H,0O», la viabilidad
observada fue solo de alrededor del 60%, que fue similar a las células tratadas
solo con Hy0O,. Estos resultados sugirieron que el metabolito activado del
omeprazol es responsable de la proteccidn celular del estrés inducido por H20,. El
omeprazol es un inhibidor irreversible de la bomba de protones del estbmago con
un mecanismo ya descrito (Jana et al., 2016). En el ambiente acido del estomago,
el omeprazol se protona y la estructura sufre un reacomodo para producir un acido
sulfénico que se puede estar intercambiando con un intermediario sulfenamida,
ambos actuan como moléculas reactivas de grupos tiol. Estos intermediarios se
unen irreversiblemente a la bomba de protones inhibiendo su actividad (Jana et
al., 2016). Propusimos que la activacion de ALDH1A1 esta relacionada con la
generacion de estos intermediarios reactivos de grupos tiol dentro del sitio activo
de la enzima. Una vez que se forma el acido sulfénico en el sitio activo, donde las
moléculas de agua son escasas, se deshidrata formando una sulfenamida, que es
una estructura rigida que queda atrapada en el sitio de union del aldehido,

modificando el entorno catalitico y provocando la activacion de la enzima.

Por otro lado, las células se incubaron con disulfiram, un inhibidor de ALDH que in
vitro puede formar un enlace disulfuro con dos de las cisteinas en el sitio activo de
ALDH2, pero in vivo se metaboliza y su principal metabolito S-metil-N,N-
dietiltiocarbamoil sulfona es responsable de la inhibicién de las ALDHs, formando
un enlace covalente con la cisteina reactiva (Veverka et al., 1997; Ryzlak et al.,
1989; Lipsky et al., 2001). Este experimento se realizoé para evaluar el papel de las
ALDHs en la proteccion observada. La concentracidon de disulfiram elegida (8 uM)
fue una que no afectd significativamente la viabilidad de las células (93.3%, n =
12; recuadro Figura 12C, circulos azules), pero inhibié en gran medida la actividad
de ALDH (a 56.8%, P <0,001, n=12; recuadro de la Figura 12C, cuadrados rojos).

Las células se incubaron con disulfiram en tres condiciones antes de la exposicion
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a HxOz: i) células incubadas solo con disulfiram; ii) células expuestas a omeprazol
y luz para posteriormente incubarlas con disulfiram; y iii) células expuestas primero
a disulfiram, luego a omeprazol y finalmente a la luz. Como era de esperar, bajo la
primera condicién, la viabilidad celular observada fue de 49.8%, (P <0,001, n=12;
Figura 12D), debido a los efectos del H;O,. Sin embargo, bajo la segunda
condicion, la viabilidad celular fue de 78% (Figura 12D) por la proteccion
provocada por omeprazol, pero bajo la tercera condicion, en la que las células se
incubaron primero con disulfiram, la viabilidad cay6 a 45% (P <0.001, n=12; Figura
12D). Estos resultados sugieren que la proteccion encontrada bajo la segunda
condicion fue promovida por la activacion de ALDH y la proteccion de la actividad
de la enzima, ya que el metabolito que se genera a partir del omeprazol se une
fuertemente al sitio activo en el sitio de unidon del aldehido, evitando la union
subsecuente de disulfiram o su metabolito S-metil-N,N-dietiltiocarbamoil sulfona.
Bajo la tercera condicion, el disulfram o su metabolito pueden unirse
irreversiblemente a las cisteinas en el sitio catalitico (C301 y 302 numerados en
ALDH1A1 y ALDHZ2; Veverka et al., 1997; Ryzlak et al., 1989; Lipsky et al., 2001),
evitando la activacion y atrapamiento de omeprazol en el sitio activo de la enzima,
favoreciendo la acumulacion de aldehidos lipidicos y el dafio celular tras la adicion
de H20..
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Figura 12. Expresion de las principales isoformas de ALDHs en hepatocitos y
células AS30D, y efecto protector del omeprazol en células AS30D expuestas a
H20,. (A) Western Blot representativo y (B) analisis densitométrico de la expresion
de las isoformas de ALDH mas comunes en hepatocitos aislados y preparaciones
de células AS30D. (C) Determinacion de la LDso de las células AS-30D por H20..
El recuadro muestra la determinacion de la LDsg de la viabilidad de las células AS-
30D por disulfiram (circulos azules cerrados) y la inhibicion de la actividad de
ALDH por disulfiram (cuadrados rojos abiertos). (b) Viabilidad de las células AS-
30D en diferentes condiciones; las barras estan etiquetadas con numeros y el
tratamiento correspondiente se indica debajo de cada barra. La diferencia entre las
barras 7 y 9 es el orden en que se incubaron las células con los compuestos, en la

condicion 7 (en color verde) las células se incubaron primero con omeprazol, luego
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se expusieron a la luz y finalmente se expusieron a disulfiram; en la condicién 9
(en color gris claro) las células se incubaron primero con disulfiram, seguido de
omeprazol y luego fueron expuestas a la luz. Los resultados son la media £ DE de
experimentos con 12 preparaciones celulares independientes. *p <0,001 frente a
1; # p <0,001 frente a 2; & p <0,001 frente a 4 y 6; *p <0,001 vs 7 (ANOVA con
prueba post-hoc de Scheffé).

Actividad de enzimas antioxidantes

La superdxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR) son parte de la barrera antioxidante, responsable de la
desintoxicacion de ROS en la célula. La exposicion a H2O, genera ROS en la
célula y, por tanto, las enzimas antioxidantes se evaluaron en las condiciones
descritas anteriormente. La actividad de estas enzimas no cambid
significativamente bajo las condiciones ensayadas, con respecto al control cuando
las células no fueron tratadas con H;O, (Figura 13A-D). Los datos sugieren que
estas enzimas no son inactivadas por los niveles de ROS generados por la adicion
de H>O3 en las condiciones evaluadas. No obstante, la viabilidad de AS-30D se vio
gravemente afectada en estas condiciones. Recientemente, reportamos que al
menos SOD es sensible a ROS, ya que la actividad de esta enzima se reduce
significativamente por los niveles de ROS generados durante un evento de

isquemia/reperfusion en el corazén de rata (Yoval-Sanchez et al., 2020).
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Figure 13. Actividad de enzimas antioxidantes en extractos de células AS-30D
expuestas a diferentes condiciones. (A), SOD; (B), catalasa; (C) glutation
peroxidasa; (D) glutation reductasa; Los resultados son la media + DE de
experimentos con 12 preparaciones celulares independientes (ANOVA con prueba
post-hoc de Scheffe).

Produccién de aldehidos lipidicos, actividad de aldehido deshidrogenasas,
glutation S-transferasa (GST) y aconitasa.

Como indicador del dano oxidativo celular, se determinaron los niveles de
subproductos de la peroxidacion lipidica (LPP). Los niveles de LPP se triplicaron

cuando las células fueron expuestas a H,O, en comparacion con el control. Sin
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embargo, estos niveles disminuyeron casi a los niveles del control cuando las
células se incubaron con omeprazol y se expusieron a la luz, antes de la adicion
de H,O, (Figura 14A). Estos resultados concuerdan con la actividad de ALDHs, ya
que esta actividad se conservo después de incubar las células con omeprazol y
exponerlas a la luz y al H,O, (Figura 14B). Cuando las células se incubaron con
omeprazol, pero no se expusieron a la luz, y luego se expusieron a H20O,, la
actividad de ALDH disminuyé a la mitad y los niveles de LPP se triplicaron. Estos
niveles fueron similares a los observados en las células solo expuestas al H20O,, lo
gue nuevamente indica que la activacion del omeprazol por la luz es esencial para

la proteccién celular.

Previamente se reporté6 que algunas isoformas de ALDHs son susceptibles de
inactivacion por aldehidos lipidicos debido a las cisteinas adyacentes a la cisteina
catalitica (Yoval-Sanchez et al., 2012). Como se indicO anteriormente, la
incubacion de las células con omeprazol y la exposicion a la luz favorece la
generacion del metabolito activador que se une estrechamente al sitio activo de la
enzima, por el sitio de union del aldehido. Por lo anterior se propuso que en
presencia del activador, los aldehidos altamente toxicos ya no pueden formar
aductos con las cisteinas en el sitio activo y la enzima permanece funcional para
oxidar estos compuestos, disminuyendo su concentracion en la célula. En la
condicion en la que las células se incubaron primero con omeprazol y se
expusieron a la luz y luego se incubaron con disulfiram antes de la adicion de
H>O,, la concentracion de LPP disminuyé significativamente y la actividad de
ALDH se conservo. Por tanto, la union de omeprazol impide la unién y reaccion
adicional del disulfiram o su metabolito S-metil-N,N-dietiltiocarbamoil sulfona con
la cisteina reactiva; sin embargo, cuando las células se incubaron con disulfiram
en primer lugar y luego con omeprazol, antes de la exposicion a H20O,, los niveles
de LPP aumentaron y la actividad de ALDH disminuy6 significativamente (Figura
14A, 14B), debido a que el metabolito de disulfiram se une covalentemente a la
cisteina catalitica de ALDH inactivandola (Lipsky et al., 2001).
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Al igual que la actividad de ALDH, la actividad de GST se vio comprometida
cuando las células se expusieron a H20O, y su actividad se restablecié cuando las
células se incubaron con omeprazol y se expusieron a la luz. Estos resultados
sugieren que, al igual que la ALDH, la GST es susceptible a la inactivacion por los
aldehidos lipidicos y al disminuir la concentracién de estos compuestos toxicos, la
actividad de esta enzima no se ve afectada (Figura 14D). En este sentido, se ha
reportado que la GST humana es inhibida por aldehidos téxicos como el 4-HNE, y
en el sitio activo esta enzima posee residuos de cisteina, que podrian ser el blanco
de la formacién de aductos por estos aldehidos lipidicos (Bruns et al., 1999; Chen
et al., 1998). Otros posibles blancos de la formacion de aductos por aldehidos
lipidicos en la célula son GIc6PDH (Friguet et al., 1994) e IDH-NADP™ (Yang et al.,
2004), que participan en la generacion de NADPH para mantener el equilibrio
redox citosolico y mitocondrial. La inhibicion de estas enzimas por los aldehidos
lipidicos también afectaria negativamente la generacién de poder reductor en la

célula, lo que provocaria la perturbacién de la defensa antioxidante.

La aconitasa es un marcador de dafo por estrés oxidativo debido a que esta
enzima es sensible a los ROS por la presencia de centros Fe-S en el sitio activo
(Castro et al., 2019; Chen et al., 2014). En la condicidn control, esta enzima
mostré un valor de 15.4 nmol/min*mg, mientras que en las células expuestas a
H.O,, la actividad de la enzima se redujo a aproximadamente la mitad (Figura
14C). En las células protegidas por el tratamiento con omeprazol y luz antes de la
exposicion a HyO», la actividad de la aconitasa fue similar a la del control (Figura
14 C condicidn 6), pero cuando las células fueron expuestas al disulfiram antes del
tratamiento con omeprazol y la posterior exposiciéon a H,O», la actividad de esta
enzima disminuyo significativamente en comparacion con el control. Estos
resultados indican que los niveles de estrés oxidativo disminuyeron cuando las
células fueron sometidas al tratamiento protector con omeprazol y luz, antes de la
exposicion al H,O,, debido a la desintoxicacion mas eficiente de los aldehidos
lipidicos promovida por la proteccion de la actividad de las ALDHSs.
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Figura 14. Generacion de aldehidos lipidicos, actividades ALDHs y glutation S-
transferasa (GST) en el extracto de células AS-30D expuestas a diferentes
condiciones. (A) Niveles de subproductos de la peroxidacion lipidica. (B), actividad
de ALDHs (Vmax=6 nmol/min*mg). (C), actividad de aconitasa. (D), actividad de
glutation S-transferasa. Los resultados son la media + DE de experimentos con 12
preparaciones celulares independientes. * p <0,001 frente a 1; #p <0,001 vs 2, 3, 5
y 8 (ANOVA con prueba post-hoc de Scheffé).

Niveles de EROS en AS-30D

Después de la exposicidn al H,0O», los niveles de ROS en las células se duplicaron

con respecto al control, mientras que cuando las células se incubaron con
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omeprazol y se expusieron a la luz antes de la exposicion al H,O, los niveles de
ROS disminuyeron ligeramente con respecto a las células expuestas unicamente
al H,O, (Figura 15A). Cabe sefalar que la incubacion con omeprazol, sin
exposicion a la luz antes de la adicion de H,O», no generod ninguna proteccion y los
niveles de ROS fueron similares a la condicion solo con H;O, (Figura 15A,
condicion 3). Los radicales hidroxilo se pueden generar a partir de H,O, mediante
la reaccion de Fenton (Wardman et al., 1996); por tanto, en las células tratadas
con omeprazol y expuestas a HzO,, los niveles de ROS no disminuyen a los
niveles del control, porque en estas condiciones todavia se produciria la formacion
de radicales hidroxilo. El tratamiento con omeprazol no esta dirigido a proteger
contra la primera oleada de generacion de ROS promovida por el H,O2, sino a
proteger contra la acumulacion de aldehidos lipidicos y la generacién posterior de
ROS provocada por estos compuestos. Los aldehidos lipidicos como el 4-HNE
inhiben los complejos I, Il y Ill de la cadena respiratoria provocando la
acumulacion de intermediarios reducidos que pueden reaccionar con el oxigeno y
promover una segunda oleada de produccidon de ROS (Hill et al., 2009; Humphries
et al., 1998; Rodriguez-Zavala et al., 2019). Por otro lado, como control para
determinar si la dihidroclorofluoresceina (DHCF) utilizada para monitorear la
formacion de ROS reaccionaria también con H20,, se incub6é con esta en
amortiguador con FeCl, para favorecer la reaccion de Fenton in vitro. Se observé
que la sefal aumentaba alrededor de 200 veces con respecto a la condicion en
ausencia de FeCly, lo que indica que en estas condiciones experimentales la
DHCF reacciona principalmente con radicales hidroxilo y no con especies menos
reactivas como el H2O,, sin embargo, no se descarta que la DHCF pueda estar
reaccionando con otras especies como el superoxido o el mismo HO, (Figura
15B).
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Figura 15. Efecto del omeprazol sobre la produccion de ROS en células AS-30D.
(A), niveles de ROS de células AS-30D en diferentes condiciones. (B),
Determinacion de la especificidad de la reaccion de la dihidroclorofluoresceina
(DHCF) con H20, y radical hidroxilo. La barra de color gris claro representa la
sefal de fluorescencia del DHCF con H,O, en agua y la barra de color gris oscuro
representa la senal de fluorescencia de la mezcla en presencia de 100 yM de
FeCl,. Los resultados son la media + DE en experimentos con 12 preparaciones
celulares independientes. * p <0,001 frente a CT, # p <0,001 frente a ausencia de
FeCl,.

Proteccion de los hepatocitos aislados del estrés oxidativo mediante el

tratamiento con omeprazol

Las lineas de células cancerosas son mas resistentes a condiciones estresantes
que las células de cultivos primarios; por tanto, también se evaluaron los efectos
principales del tratamiento con omeprazol en hepatocitos aislados de rata. Como
se muestra en la Figura 16A, se obtuvo una LDsy de 27.3 mM de H,O; para la
viabilidad de los hepatocitos aislados a una hora de incubacion. Este valor de LDsg
es aproximadamente tres veces menor que el obtenido para las células
cancerosas AS-30D. Similar a lo observado con AS-30D, después del tratamiento
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con omeprazol y luz, la viabilidad de los hepatocitos expuestos a una adicién de la
concentracion LDsy, de H2,O, se asemejaba a la del control, mostrando proteccion
contra la agresion del H.O, (Figura 16B). Los niveles de aldehidos lipidicos
aumentaron casi tres veces en las células expuestas solo a H,O; (Figura 16C), lo
que se correlaciond con una disminucidn en la actividad de ALDH y el marcador
de estrés oxidativo aconitasa (Figura 16D, E). Sin embargo, en las células tratadas
con omeprazol y luz, los niveles de aldehidos lipidicos disminuyeron
significativamente (P <0,001) (Figura 16C). Al mismo tiempo, se restaurd la
actividad de ALDH y aconitasa como en la condicion control (Figura 16D, E). Estos
resultados indican que los hepatocitos aislados también se protegen del estrés
provocado por la acumulacion de aldehidos lipidicos, debido a la activacion de las
ALDHs por el tratamiento con omeprazol. Como se muestra en la Figura 12A, 12B,
la expresion de ALDH1A3 es mayor que la de ALDH1A1 en hepatocitos aislados.
Entonces, ALDH1A3 ademas de ALDH1A1 puede tener un papel importante en la
proteccion de estas células del estrés oxidativo, aunque no se han evaluado los
efectos de activacion y proteccion del tratamiento con omeprazol sobre la isoforma

ALDH1A3 recombinante purificada hasta el momento.
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Figura 16. Efecto protector del omeprazol en hepatocitos aislados expuestos a
H20,. (A) Determinacion de la LDso de la viabilidad de hepatocitos aislados, por
H2O,. (B) Viabilidad de hepatocitos aislados en diferentes condiciones. La
viabilidad mostrada en la figura fue normalizada respecto a la viabilidad obtenida
antes de iniciar la exposicion al H,O2 (100% = 60 + 6% de viabilidad). (C) Niveles
de subproductos de la peroxidacion de lipidos; (D) actividad de ALDHs; y (E)
actividad de aconitasa. Los codigos de color son los siguientes: Las barras azules
muestran la condicion control; las barras rojas representan la condicion de
incubacion solo con HO,; y las barras verdes muestran el efecto protector del
tratamiento con omeprazol previo a la exposicion con H20,. Los resultados son la
media + DE de experimentos con 4 preparaciones de hepatocitos independientes.
*p<0,001 respecto a 1 (prueba t de Student).

Proteccion de ALDH2 recombinante humana de la inactivacion por aldehidos

lipidicos por omeprazol

Dado que ALDHZ2 también se expresa a un nivel alto en las células AS-30D
(Figura 12A), se decidio investigar el efecto del omeprazol sobre esta isoforma de
ALDH. Como se mencion6é anteriormente, las ALDHs son inactivadas por
aldehidos insaturados y ALDH2 es la isoforma mas susceptible a la inactivacion
(Yoval-Sanchez et al., 2012). Considerando que las mitocondrias son uno de los
principales productores de ROS en la célula (Moreno-Sanchez et al., 2013;
Balaban et al., 2005; Boveris et al., 1972; Turrens 2003) y que ALDH2 es la
isoforma mitocondrial, el proteger la actividad de esta enzima también seria
importante para la desintoxicacién de los aldehidos lipidicos generados en este
organelo. Cuando se ensayod el efecto del omeprazol sobre la actividad de la
ALDH2 humana recombinante con aldehidos lipidicos, se observdé que la Vm con
acroleina y 4-HNE como sustratos no cambiaba. Sin embargo, el valor de Ki para
la inactivacion de la enzima por estos compuestos toxicos en la enzima activada
con omeprazol aumenté 10 veces por acroleina y 100 veces por 4-HNE,

respectivamente. Proponemos que aunque la union del omeprazol a la enzima no
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afecta la actividad de esta isoforma, este compuesto se modifica y queda atrapado
en el sitio activo como en ALDH1A1, bloqueando el acceso de los aldehidos
lipidicos a los residuos de cisteina adyacentes y a la cisteina catalitica, evitando la
formacion de aductos y volviendo a la enzima mas resistente a la inactivacion por
estos compuestos toxicos (Tabla 1 y Figura 17A, B). Ademas, otros aldehidos
insaturados tales como 2-hexenal y 2-nonenal también producidos durante la
oxidacion de lipidos inactivan ALDH2 en concentraciones por debajo de 1 puM.
Cuando se evaluo la actividad de ALDH2 con estos compuestos altamente toxicos
en ausencia de omeprazol, no se observo actividad incluso a concentraciones
inferiores a 0,5 uM y después de la adicidbn de una concentracion saturante de
propanal no se observo actividad residual, lo que indica que la enzima fue
inactivada por estos aldehidos (Tabla 1). Sin embargo, la enzima tratada con
omeprazol exhibi6é valores de Vm de 17 y 25 nmol/min*mg para 2-hexenal y 2-
nonenal, respectivamente. Estos compuestos toxicos todavia inactivaron ALDH2
en estas condiciones, pero a concentraciones mas altas y los valores de Ki de la
enzima para 2-hexenal y 2-nonenal fueron 490 £+ 79 y 119 = 14 uM,
respectivamente (Tabla 1). Estos resultados muestran que aunque el omeprazol
no aumenta la actividad de ALDHZ2, protege la enzima de la inactivacién por los
aldehidos lipidicos (Figura 17). Por lo tanto, la proteccion por omeprazol de
ALDH2 de la inactivacién por aldehidos lipidicos promoveria la desintoxicacién
continua de estos compuestos en las mitocondrias. En este sentido, se ha
reportado que el 4-HNE puede alcanzar concentraciones en el rango de 15-120
MM en condiciones patologicas (Balaban et al., 2005; Boveris et al., 1972; Turrens
2003; Copeland 2000; Lovell et al., 1997), destacando la importancia de la
proteccion de la enzima en este intervalo de concentracion de aldehidos lipidicos.
Estos resultados muestran que ALDHZ2 también participa en la proteccion celular

del estrés oxidativo observado en los experimentos con las células AS-30D.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de ALDH2Z humana con y sin tratamiento con

omeprazol.
Acroleina  4-HNE  2-hexenal 2-nonenal
Sin Km(uM) 1.3+02 08zx0.2
tratamiento Vm(mU/mg) 272+23 10918 ND ND
con Ki(uM) 234 73 <0.1 <0.1
omeprazol

Tratada con Km(uM) 1+0.2 06+£02 07+£02 09+01

omeprazol
Vm(mU/mg) 258 £+ 28 92+12 17+ 2 254
(20 uM) .
Ki(uM) 641 + 76* >250* 49079 119+ 147
y luz

*p< 0.001 vs sin omeprazol.

ND= no detectable (< 1nmol/min). mU= nmol/min. Los resultados se muestran

como la media + DE en experimentos con 3 preparaciones independientes.

(prueba de t de Student).
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Figura 17. Proteccion de ALDHZ2 humana recombinante de la inactivacion por
aldehidos lipidicos por omeprazol. A y B, Perfiles cinéticos de ALDH2 humana con
acroleina y 4-HNE. @, actividad sin omeprazol y M, actividad de la enzima después
del tratamiento de activacion con omeprazol 20 uM. C y D, perfil cinético de
ALDH2 humana activada con omeprazol con 2-hexenal y 2-nonenal. Los datos se
ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten. Los resultados son representativos

de experimentos con 3 preparaciones enzimaticas independientes.

Evaluacion de la funcién mitocondrial

Debido a la proteccion in vitro de ALDH2 observada, se decidio aislar la fraccidn
mitocondrial de las células de los diferentes tratamientos para evaluar la funcidn

mitocondrial, midiendo la respiracion y la formacion de potencial electroquimico
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transmembranal (DWm). Los resultados mostraron una disminucion de
aproximadamente la mitad en la respiracion del estado 3 (relacionada con la
sintesis de ATP), en las mitocondrias de las células incubadas con H;O, con
respecto a las mitocondrias de las células control, pero la velocidad de respiracion
se restauré en las mitocondrias de las células tratadas con omeprazol y luz, y
posteriormente expuestas a H;O,. La respiracion en estado 4 mitocondrial no
cambid en ninguna de las condiciones evaluadas. Sin embargo, cuando se evalu6
el potencial maximo de respiracion agregando el desacoplante del gradiente de
protones mitocondrial CCCP, se observd que en las mitocondrias de células
expuestas solo a H,O,, la respiracion en el estado 4 fue cinco veces menor que la
del control. Lo anterior indica que los componentes de la cadena respiratoria
también se dafaron en condiciones de estrés y que este dano se redujo mediante
el tratamiento protector de las células con omeprazol antes de la exposicién a
H.O, (Tabla 2). Estos resultados sugieren que la sintesis de ATP puede verse
afectada al nivel de la ATP sintetasa o la adenina nucledtido translocasa, y que los
complejos de la cadena respiratoria también se ven afectados (Tabla 2 y Figura
18A).

Cuando se evalu¢ la formacion del potencial transmembranal (AYm), se determiné
gue las mitocondrias de las células incubadas con H>O, presentaban una menor
capacidad de formacion de AWm (Figura 18A). Esto ultimo fue mas evidente
cuando se afadid una pequefa cantidad de ADP para estimular la sintesis de
ATP. A diferencia del control, el pequefo colapso del gradiente de protones for la
sintesis de ATP observado después de la adicion de ADP no regreso al valor
basal, después de que se agoto el ADP, lo que indica que estas mitocondrias
estaban desacopladas o tenian muy baja capacidad de sintesis de ATP. En
mitocondrias de células tratadas con el protocolo protector con omeprazol y luz
recuperaron la capacidad de formacion de AWm y la sintesis de ATP (Figura 18A'y
Tabla 2). Estos resultados indican que el tratamiento con el omeprazol protegio el
sistema de la fosforilacion oxidativa y los complejos respiratorios. En este sentido,

como se menciono6 anteriormente, se ha reportado que los complejos respiratorios
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l, lIl'y 1V, asi como la ATP sintasa, son blancos de la formacién de aductos por los
aldehidos lipidicos (Chavez et al., 2011; Choksi et al., 2004; Doorn et al., 2002).

También, se determinaron los niveles de aldehidos lipidicos en mitocondrias
aisladas. Se observd que los aldehidos lipidicos aumentaron aproximadamente el
doble en las mitocondrias de las células expuestas al H,O,. Sin embargo, estos
niveles en las mitocondrias disminuyeron cuando las células fueron tratadas con
omeprazol para activar las ALDHs, alcanzando niveles similares al de la condicion
control, en ausencia del agente estresor (Figura 18B). Los niveles bajos de
aldehidos lipidicos en las mitocondrias de las células tratadas con omeprazol se
correlacionaron con la recuperacion de la formacion de AWm y la capacidad de
sintesis de ATP observadas (Figura 18A y B y Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de la funcién mitocondrial.

St3 St 4
(ng oxygen (ng oxygen S(:]; ;’)2/(;’2: Control AU
Condicion  atoms/min* atoms/min*m atoms Respiratorio (AF (AU))
mg) 9) /min*mg) (St 3/St 4)
Control 53+4 14 £ 1 76+ 6 3.8+0.6 1.31£0.2
H,0, 25+ 4* 14 £ 2 14 £ 2* 1.7+£04* 0.7x0.1*
Omeprazol
antes de 57+9 14 £ 2 69+4 4+0.8 1.2+0.2
H20>

*p< 0.001 vs 1 (Prueba t de Student para muestras independientes).

St 3. Respiraciéon mitocondrial en estado 3; St 4. Respiracion mitocondrial en
estado 4; AWm, potencial electroquimico transmembranal. Las mitocondrias fueron
aisladas de las células de los diferentes tratamientos descritos anteriormente en la
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seccion de materiales y métodos. Los resultados se muestras como la media + SD
de experimentos de mitocondrias aisladas de células de 6 preparaciones

independientes para cada tratamiento.

La actividad de la aconitasa también se evalué como marcador de dafo por estrés
oxidativo en preparaciones mitocondriales. La actividad de la aconitasa disminuyd
en aproximadamente un 20% cuando las células se expusieron al estrés por H,O,
(Figura 18C). Sin embargo, esta actividad se restablecio a los niveles del control
cuando las células se incubaron con omeprazol y se expusieron a la luz.
Finalmente, se evalué la actividad de ALDH en las diferentes preparaciones
mitocondriales. Se observé que la actividad de ALDH disminuyé alrededor de un
30-40% en comparacion con el control, cuando las células se expusieron solo a
H.O,, pero cuando se incubaron con omeprazol y se expusieron a la luz, la
actividad fue incluso mayor que la del control (Figura 18D). Esta observacion
puede sugerir que ALDHZ2 es mas estable durante el proceso de aislamiento
mitocondrial cuando esta protegida por la union de omeprazol. Cuando se
evaluaron los niveles de produccién de ROS, se observo que también aumentaban
en las mitocondrias cuando las células se expusieron a H,O, (Figura 18E) y eran
ligeramente inferiores en las mitocondrias de las células protegidas por el
tratamiento con omeprazol. Como se menciond anteriormente, las ALDHs no
desintoxican los ROS, sino que reducen los niveles de aldehidos lipidicos en la
célula, evitando la segunda oleada de produccion de ROS promovida por la
acumulacion de estos compuestos toxicos. Finalmente, se midio la actividad de la
malato deshidrogenasa (MDH) como un control para mostrar que los efectos sobre
las actividades enzimaticas no eran el resultado de un dafo mitocondrial
generalizado. No se observaron cambios en la actividad de esta enzima entre las

condiciones ensayadas (Figura 18F).

Como se mencion6 anteriormente, la aconitasa es un marcador de estrés oxidativo

y se ha reportado que cuando la viabilidad de las células disminuye al 50%, la
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actividad de esta enzima disminuye en un 60-80% (Sheeran et al, 2017;
Dhanasekaran et al., 2005; Tapia et al., 2014). El hecho de que la actividad de la
aconitasa no se viera afectada de manera importante en las mitocondrias (Figura
18C) sugiere que la mayor parte del dafio causado por el estrés oxidativo
promovido por la adicion de H;O, ocurre fuera de las mitocondrias, afectando
principalmente su periferia (membrana externa y espacio intermembranal), hacia
donde se encuentran orientadas varias de las subunidades de los complejos
respiratorios unidos a la membrana interna. Esta idea esta sustentada por los
resultados de la disminucion de la capacidad de formacion de AWm vy la
respiracion mitocondrial de estado 3, ademas del hecho de que la actividad de
ALDH2 (isoforma de la matriz mitocondrial) no se vio tan fuertemente afectada,
considerando que esta enzima es muy sensible a los aldehidos lipidicos. Los
resultados anteriores sugieren que el principal efecto protector de las células AS-
30D en estos experimentos se produce por la activacion de ALDH1A1 por parte
del omeprazol, que promueve la disminucion de los aldehidos lipidicos generados
en el citosol, protegiendo el resto de los organelos.
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Figura 18. Actividad de ALDHs y marcadores de estrés oxidativo en mitocondrias
aisladas de células de los diferentes tratamientos descritos para las células AS-
30D. (A), formacion de potencial transmembranal mitocondrial (F AU); (B) Niveles
de subproductos de la peroxidacion de lipidos; (C), actividad aconitasa; (D),
actividad de ALDHs; (E), niveles de formacion de ROS mitocondriales; y (F),
actividad de malato deshidrogenasa. 1, las barras azules muestran la condicion
control; 2, las barras rojas representan la condicién de incubacién con HO»; y 3,

las barras verdes muestran la condicion en presencia de omeprazol, expuesto a la
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luz y al H20,. Los resultados son la media + DE en experimentos con mitocondrias
aisladas de 12 preparaciones celulares independientes. *p <0,001 vs 1 (prueba de
t de Student).

A pesar de las limitaciones que puede presentar el omeprazol para ser activado y
proteger las células del estrés generado por H,O,, como es que la luz active el
compuesto en el sitio activo de la enzima, en este trabajo aun fue posible activar el
compuesto dentro de las células eucariotas, incluso dentro de las mitocondrias,
promoviendo la proteccion de estas enzimas (ALDH1A1, ALDH2) y con él, la
preservacion de las mitocondrias y la integridad celular. El requerimiento de luz
para la activacion de omeprazol puede limitar el uso practico de este compuesto
para proteger el tejido en modelos mas complejos de estrés oxidativo. A este
respecto, el omeprazol se puede utilizar en tejidos que pueden exponerse
directamente a la luz, por ejemplo, la aplicacion topica para proteger la piel o la
aplicacion liquida para proteger la cornea del ojo del dafio por estrés oxidativo. En
este sentido, en ratones, el efecto protector de la activacion de ALDH por Alda-1
se ha explorado en un modelo de dermatitis inducida por radiacion, y la aplicacion
topica de Alda-1 (activador de ALDH1A1 y ALDH2) redujo significativamente la
acumulacion de aductos de 4-hidroxi-2-nonenal-proteina, retrasando la aparicion
de la dermatitis por radiacion (Ning et al., 2012). Sin embargo, se requiere mas
investigacion para determinar el potencial del omeprazol en la proteccion de la
célula del estrés oxidativo y para desarrollar protocolos adecuados para la
liberacion y activacion del compuesto en modelos patolégicos mas complejos de
tejidos y organos, donde seria necesaria la iluminacion in situ del tejido a proteger
(tal vez utilizando fibra dptica).

Las concentraciones efectivas de omeprazol para la proteccion celular de 100 yM
para AS-30D y hepatocitos obtenidas en este estudio, pueden parecer altas, pero
para el tratamiento de gastritis en humanos, se emplean dosis orales de 20 a 40
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mg de este compuesto o sus derivados en adultos, alcanzando concentraciones
plasmaticas de 400 a 800 uM después de 2-3 h (Noubarani et al., 2010; Ochoa et
al.,, 2020). Teniendo en cuenta estos datos, las concentraciones efectivas de
omeprazol obtenidas para la proteccién celular del estrés oxidativo son de cuatro a
ocho veces inferiores a las concentraciones utilizadas para el tratamiento de
gastritis, por lo tanto, la reutilizacion de omeprazol para la proteccion celular del

estrés oxidativo puede ser factible.
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Conclusion

El omeprazol es el activador mas potente de ALDH1A1 reportado hasta ahora ya
que protege a las células bacterianas del dafio por estrés oxidativo, debido a su
capacidad de activar ALDH1A1 y proteger a la enzima de la inactivacion por
aldehidos toxicos, generados por la peroxidacion de lipidos. EI omeprazol ademas
de activar a la ALDH1A1, protege la actividad de la enzima, reduciendo la
acumulacion de aldehidos lipidicos en hepatocitos y células AS-30D, lo cual
promueve la preservacion de la funcion mitocondrial y la integridad celular
después de la adicion de H,O,. Los datos de este trabajo indican que las ALDH
son un componente muy importante del sistema antioxidante, ya que si la actividad
de estas enzimas se reduce en condiciones de estrés, la viabilidad de la célula se
ve comprometida. Los resultados de este trabajo nos permiten proponer el
reposicionamiento del omeprazol como activador de la ALDH que puede ser
utilizado para el tratamiento de enfermedades que involucran episodios de estrés
oxidativo para proteger las células y tejidos, disminuyendo el daino oxidativo.

Aunque la necesidad de exposicion a la luz para activar el omeprazol en el sitio
activo de la enzima puede parecer una limitacion para el uso de este farmaco,
como se muestra en la Figura 11, el omeprazol todavia puede activar ALDH1A1
dentro de las células. Sin embargo, para utilizar este activador en modelos mas
complejos de estrés oxidativo, como tejidos y organos, se debe implementar una
estrategia para activarlo in situ y, por lo tanto, se requiere mas experimentacion
para explorar el potencial de omeprazol para contrarrestar los efectos del estrés
oxidativo en modelos mas complejos. Sin embargo, la estructura rigida de
omeprazol propuesta como el verdadero activador de ALDH1A1 en este trabajo,
puede servir como una estructura central para el disefio racional de nuevos

activadores potentes de ALDH humanos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Accumulation of lipid aldehydes plays a key role in the etiology of human diseases where high
ALDH1A1 levels of oxidative stress are generated. In this regard, activation of aldehyde dehydrogenases (ALDHs) prevents
Omeprazole oxidative tissue damage during ischemia-reperfusion processes. Although omeprazole is used to reduce stomach

ALDH activator
Lipid aldehydes
Oxidative stress
4-HNE

gastric acid production, in the present work this drug is described as the most potent activator of human
ALDH1A1 reported yet.

Methods: Docking analysis was performed to predict the interactions of omeprazole with the enzyme.
Recombinant human ALDH1A1 was used to assess the effect of omeprazole on the kinetic properties.
Temperature treatment and mass spectrometry were conducted to address the nature of binding of the activator
to the enzyme. Finally, the effect of omeprazole was evaluated in an in vivo model of oxidative stress, using E. coli
cells expressing the human ALDH1AI.

Results: Omeprazole interacted with the aldehyde binding site, increasing 4-6 fold the activity of human
ALDH1A1, modified the kinetic properties, altering the order of binding of substrates and release of products,
and protected the enzyme from inactivation by lipid aldehydes. Furthermore, omeprazole protected E. coli cells
over-expressing ALDH1A1 from the effects of oxidative stress generated by H,O, exposure, reducing the levels of
lipid aldehydes and preserving ALDH activity.

Conclusion: Omeprazole can be repositioned as a potent activator of human ALDH1A1 and may be proposed for
its use in therapeutic strategies, to attenuate the damage generated during oxidative stress events occurring in
different human pathologies.

1. Introduction electrophilic compounds able to react with biomolecules such as pro-

teins and DNA, compromising cell integrity and contributing to the

Aldehyde dehydrogenases (ALDHs) conform a superfamily of en-
zymes that catalyze the irreversible oxidation of aldehydes to car-
boxylic acids [1]. These enzymes play a key role in the metabolism of
toxic aldehydes produced in the cell during oxidative stress, such as 4-
hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and malondialdehyde (MDA) [2] or those
acquired from environmental exposure for instance formaldehyde, ac-
rolein, acetaldehyde and benzaldehyde [3]. Aldehydes are strong

etiology of various human diseases [4]. Due to their aldehyde detox-
ification capability, ALDHs are considered important elements of the
cell defense against electrophilic damage and oxidative stress [5].
Human ALDH1AL1 is a cytosolic homotetramer expressed in several
tissues (skin, eyes, liver, kidney, testis and brain) [3,6]. This enzyme
oxidizes a broad range of aliphatic and aromatic aldehydes including
those formed endogenously such as retinals [7] and 3,4-

Abbreviations: Omeprazole, 6-Methoxy-2-[(4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2-yl)methylsulfinyl]-1H-benzimidazole; Alda-1, N-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-2,6-
dichlorobenzamide; Alda-89, 5-Prop-2-enyl-1,3-benzodioxole; ALDHs, aldehyde dehydrogenases; ALDH1A1, human aldehyde dehydrogenase 1 family member Al;
ALDH2, human aldehyde dehydrogenase class 2; ALDH3A1, human aldehyde dehydrogenase 3 family member Al; 4-HNE, 4-hydroxy-2-nonenal; MDA, mal-

ondialdehyde; GdnHCI, guanidine hydrochloride; p-NPA, 4-nitrophenyl acetate.
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Under physiological conditions, cells produce low basal levels of reactive
oxygen species (ROS); however, in pathologic conditions ROS production
increases dramatically, generating high concentrations of toxic unsaturated
aldehydes. Aldehyde dehydrogenases (ALDHs) are responsible for detoxifi-
cation of these aldehydes protecting the cell. Due to the physiological rele-
vance of these enzymes, it is important to design strategies to modulate
their activity. It was previously reported that omeprazole activation of
ALDHI1AL1 protected Escherichia coli cells overexpressing this enzyme,
from oxidative stress generated by H,0,. In this work, omeprazole cell
protection potential was evaluated in eukaryotic cells. AS-30D cell or hepa-
tocyte suspensions were subjected to a treatment with omeprazole and
exposure to light (that is required to activate omeprazole in the active site
of ALDH) and then exposed to H,O,. Cells showed viability similar to
control cells, total activity of ALDH was preserved, while cell levels of
lipid aldehydes and oxidative stress markers were maintained low. Cell pro-
tection by omeprazole was avoided by inhibition of ALDHs with disulfi-
ram, revealing the key role of these enzymes in the protection.
Additionally, omeprazole also preserved ALDH2 (mitochondrial isoform)
activity, diminishing lipid aldehyde levels and oxidative stress in this orga-
nelle, protecting mitochondrial respiration and transmembrane potential
formation capacity, from the stress generated by H,O,. These results high-
light the important role of ALDHs as part of the antioxidant system of the
cell, since if the activity of these enzymes decreases under stress conditions,
the viability of the cell is compromised.

Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are formed as by-prod-
ucts of oxygen metabolism in the cell (Scheme 1).
When the concentration of ROS increases in the cell

Abbreviations

due to oxidative stress, it triggers lipid peroxidation,
where hydroxyl radical (OH") or hydroperoxyl radical
("HO») attacks methylene groups (-CH,-) adjacent to

ALDHs, aldehyde dehydrogenases; ALDH1A1, human aldehyde dehydrogenase 1 family member 1A1; ALDH2, human aldehyde
dehydrogenase 2; ALDH1A3, aldehyde dehydrogenase 1 family member A3; ALDH3A1, aldehyde dehydrogenase 3 family member A1;
AS-30D, rat ascites hepatoma cells; CCCP, carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone; DHCF, dihydrochlorofluorescein; DNCB,
2-4-dinitrochlorobenzene; GPx, glutathione peroxidase; GSH, reduced glutathione; GST, glutathione S-transferase; GR, glutathione reductase;
4-HNE, 4-hydroxy-2-nonenal; LPP, lipid peroxidation by-products; SOD, superoxide dismutase.
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Role of Aldehyde Dehydrogenases in Physiopathological Processes

Jose Salud Rodriguez-Zavala, Luis Francisco Calleja, Rafael Moreno-Sanchez,
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ABSTRACT: Many different diseases are associated with oxidative
stress. One of the main consequences of oxidative stress at the cellular
level is lipid peroxidation, from which toxic aldehydes may be
generated. Below their toxicity thresholds, some aldehydes are involved
in signaling processes, while others are intermediaries in the
metabolism of lipids, amino acids, neurotransmitters, and carbohy-
drates. Some aldehydes ubiquitously distributed in the environment,
such as acrolein or formaldehyde, are extremely toxic to the cell. On the
other hand, aldehyde dehydrogenases (ALDHs) are able to detoxify a
wide variety of aldehydes to their corresponding carboxylic acids, thus
helping to protect from oxidative stress. ALDHs are located in different
subcellular compartments such as cytosol, mitochondria, nucleus, and
endoplasmic reticulum. The aim of this review is to analyze, and
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highlight, the role of different ALDH isoforms in the detoxification of aldehydes generated in processes that involve high levels
of oxidative stress. The ALDH physiological relevance becomes evident by the observation that their expression and activity are
enhanced in different pathologies that involve oxidative stress such as neurodegenerative disorders, cardiopathies,
atherosclerosis, and cancer as well as inflammatory processes. Furthermore, ALDH mutations bring about several disorders
in the cell. Thus, understanding the mechanisms by which these enzymes participate in diverse cellular processes may lead to
better contend with the damage caused by toxic aldehydes in different pathologies by designing modulators and/or protocols to

modify their activity or expression.

B INTRODUCTION

The number of reports involving the participation of aldehyde
dehydrogenases (ALDHs) in the etiology of different diseases
has increased in recent years, highlighting the importance of
these enzymes in the cell. In humans, 19 functional protein-
coding genes of ALDHs have been described. These enzymes
are widely distributed in the organism, playing different roles
according to their specificity for substrates, and are critical for
certain physiological and pathological processes, since they
regulate the concentration of aldehydes in the cell by oxidizing
them to the corresponding less reactive and more soluble acids
in a NAD(P)*-dependent reaction. By preventing the
accumulation of aldehydes derived from endogenous or
exogenous processes, ALDHs mitigate oxidative damage at
the cellular and tissue levels."”

Diverse isoforms of ALDHs are able to detoxify aldehydes
generated as byproducts of lipoperoxidation (Figure 1), such as
4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), 4-hydroxy-2-hexenal (4-
HHE), malondialdehyde (MDA), and acrolein with different
degrees of specificity, preventing or attenuating the cell damage
generated by these molecules. However, ALDHs may become
inactivated by lipid aldehydes. Indeed, the susceptibility to
lipid peroxidation byproducts of three human ALDH isoforms
(ALDH1A1, ALDH2, and ALDH3A1) was recently reported.’
It was observed that ALDH3AI1 was insensitive to inactivation
when exposed to high concentrations of these aldehydes
(>300 uM HNE and >20 mM acrolein), while ALDH1A1 and

-4 ACS Publications  © 2019 American Chemical Society

405

ALDH2, which have high catalytic efficiencies with these
compounds, were inactivated at low concentrations (<10 zM).
The differences in susceptibility to lipid aldehydes correlated
with the content of cysteines (Cys) in the catalytic site, since
ALDH3ALI only has the catalytic Cys, while ALDH1A1 and
ALDH2 have 1 and 2 Cys adjacent to the catalytic Cys,
respectively. Thus, adducts formation, and the consequent
inactivation, is favored in these last two isoforms.’

ALDHs inactivation may interfere with the efficient
detoxification of lipid aldehydes, promoting their accumu-
lation, which may trigger reactive oxygen species (ROS)
production and then further lipoperoxidation, amplifying
oxidative damage in the cell (Figure 2). In this regard, it has
been established that mutations in ALDHs genes leading to
defective aldehydes metabolism are the molecular basis of
several diseases, including y-hydroxybutiric aciduria, pyridox-
ine-dependent seizures, Sjogren—Larson syndrome, type II
hyperprolinemia, and may even contribute to the etiology of
complex diseases including cancer, Parkinson’s and Alz-
heimer’s.”

It has been determined that an ALDH2 polymorphism
where glutamate at position 487 is replaced by a lysine
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Detoxification of aldehydes by aldehyde dehydrogenases (ALDHs) is crucial to maintain cell
PPLG function. In cardiovascular diseases, reactive oxygen species generated during ischemia/reperfusion events
Aldehyde dehydrogenases trigger lipoperoxidation, promoting cell accumulation of highly toxic lipid aldehydes compromising cardiac

ALDH2 function. In this context, activation of ALDH2, may contribute to preservation of cell integrity by diminishing
Ischemia/reperfusion _

Lipoperoxidation aldehydes content more efficiently.

4%;;]3 Methods: The theoretic interaction of piperlonguminine (PPLG) with ALDH2 was evaluated by docking analysis.
Cardioprotection Recombinant human ALDH2 was used to evaluate the effects of PPLG on the kinetics of the enzyme. The effects

of PPLG were further investigated in a myocardial infarction model in rats, evaluating ALDHs activity, anti-
oxidant enzymes, oxidative stress markers and mitochondrial function.

Results: PPLG increased the activity of recombinant human ALDH2 and protected the enzyme from inactivation
by lipid aldehydes. Additionally, administration of this drug prevented the damage induced by ischemia/re-
perfusion in rats, restoring heart rate and blood pressure, which correlated with protection of ALDHs activity in
the tissue, a lower content of lipid aldehydes, and the preservation of mitochondrial function.

Conclusion: Activation of ALDH2 by piperlonguminine ameliorates cell damage generated in heart ischemia/

reperfusion events, by decreasing lipid aldehydes concentration promoting cardioprotection.

1. Introduction

During ischemia/reperfusion events an imbalance of blood supply
and metabolic demand is generated [1], causing tissue injury and cell
death by inducing the production of high levels of ROS [2,3] and the
subsequent production and accumulation of lipid aldehydes. As a result
of the high demand of production of ATP, heart is the organ with the
highest consumption of oxygen in the body. This organ consumes ap-
proximately 8-15 mL O, min/100 g tissue and this O, requirement can
increase up to 70mL/100 g tissue during exercise. In basal physiolo-
gycal conditions, 1-2% O, consumed by mitochondrial respiratory
chain is transformed to superoxide anion, but under pathological con-
ditions this proportion substantially increases [4]. Thus, the heart is
highly susceptible to damage by reactive oxygen species generated in
different pathologies [5,6]. Cardiovascular diseases involve the

production of elevated concentrations of lipid aldehydes by lipid per-
oxidation. One of the most abundant and reactive lipid aldehydes is 4-
hydroxy-2-nonenal (4-HNE). This compound is formed when free ra-
dicals attack -6 polyunsaturated fatty acids such as linoleic, arachi-
donic and docosahexaenoic acids in the membrane [7,8]. The toxicity
of 4-HNE is related to its electrophilic nature, since it can react with the
nucleophilic groups of amino acids with the following order of potency
Cys > > Hys > Lys [9], interfering with the function of several
proteins in the cell and producing damage.

Although aldehyde dehydrogenases (ALDHs) main function is al-
dehydes detoxification, these enzymes are also targets of inactivation
by lipid aldehydes. In this regard, ALDH2 a mitochondrial matrix en-
zyme mainly expressed in heart, brain and kidney [10], has high cat-
alytic efficiency with 4-HNE, but is also the most sensitive isoform to
inactivation by this compound [9,11]. It has been observed that 4-HNE-

Abbreviations: ALDH, aldehyde dehydrogenase; AMI, acute myocardial infarction; DMSO, dimethyl sulfoxide; DSF, disulfiram; hs-CRP, high-sensitive C-reactive
protein; 4-HHE, 4-hydroxy-2-hexenal; 4-HNE, 4-hydroxy-2-nonenal; IR, ischemia/reperfusion; MDH, malate dehydrogenase; MDA, malondialdehyde; PPLG, pi-
perlonguminine; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide dismutase; TBARS, thiobarboturic acid reactive substances; TTC, triphenyl tetrazolium chloride.
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