de
la

XXI1X

up e

Universidad de Guanajuato

Catalasas bacterianas: ;Ancestros funcionales de las catalasas de
subunidades grandes de hongos?

Bacterial catalases: Functional ancestors of fungal large subunit catalases?

Daniela Ivette Guerrero Bueno*; Ana Luz Morales Guerrero*; Gloria Angélica Morales Medina*; Gloria Esmeralda
Vazquez Delgado*; Haydee Alejandra Pérez Hernandez*; José A. Martinez Alvarez*; Naur Idalia Vargas Maya*; Felipe
Padilla Vaca*; Bernardo Franco*

*Departamento de Biologia, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas. Universidad de Guanajuato. Noria Alta S/N, C.P.36050. Guanajuato,
Gto. México

di.guerrerobueno@ugto.mx'; al.moralesguerrero@ugto.mx?; ga.moralesmedina@ugto.mx®; ge.vazquezdelgado@ugto.mx*;
ha.perezhernandez@ugto.mx®; martinezjose@ugto.mx®; ni.vargas@ugto.mx’; padillaf@ugto.mx®; bfranco@ugto.mx’

Resumen

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas presentes en la naturaleza y que estan involucradas en muchos
procesos biolégicos importantes. En el caso de las bacterias, dichas moléculas pueden ser muy tdxicas y que son
contrarrestadas por proteinas y moléculas antioxidantes. Una especie reactiva de oxigeno importante es el peréxido de
hidrégeno, que es contrarrestado por catalasas, las cuales transforman esta molécula en oxigeno y agua. En hongos, las
catalasas de subunidades grandes tienen un dominio carboxilo terminal que recientemente se ha descrito que tiene la
actividad de chaperona, proteinas involucradas en asistir en el plegamiento de otras proteinas. En este articulo,
abordamos algunos aspectos sobre las catalasas bacterianas y proponer que algunas de las catalasas bacterianas estan
directamente relacionadas con las catalasas de hongos de subunidades grandes que tienen actividad de chaperonas y
que pueden estar relacionadas con recuperar la funcionalidad de proteinas dafiadas por estrés oxidativo.

Palabras clave: catalasas bacterianas; dominios funcionales; chaperonas; estrés oxidativo; microorganismos
patégenos.

Resistencia bacteriana al ambiente y antimicrobianos

El andlisis de nuevos mecanismos moleculares de resistencia a insultos ambientales en microorganismos es
una tarea de alta relevancia que la ciencia debe abordar, especialmente, para encontrar nuevos blancos
terapéuticos. Con el creciente nimero de géneros bacterianos que se han identificado como resistentes o
multirresistentes a antimicrobianos ya son reconocidos como una amenaza, y la busqueda de nuevas
estrategias para su control es una necesidad imperante.

Los mecanismos de resistencia a antimicrobianos ya han sido extensamente caracterizados y se conoce la
mayoria de las proteinas y efectores fisioldgicos relacionados con la capacidad de sobrevivencia bacteriana,
asi como la epidemiologia de los microorganismos multirresistentes (Livermore, 2003; Serwecinska, 2020).
Uno de los problemas asociados con la resistencia a antimicrobianos es que desde la antigiiedad, mucho
antes del descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, hay registros del uso de plantas y moho en
sociedades como la babilonia y la egipcia, incluso se piensa que antes de estas civilizaciones, y que ahora
se sabe son productores de moléculas que inhiben el crecimiento de microorganismos, especialmente
bacterias, por lo que la resistencia a estas moléculas no esta asociada exclusivamente al uso indiscriminado
de antibidticos sino es un proceso evolutivo normal en las comunidades microbianas (Muteeb et al., 2023).
Adicionalmente, los elementos genéticos méviles como son los genes de resistencia y los plasmidos que
pueden contener dichos genes, son clinicamente importantes ya que el ambiente funciona como una presion
de seleccién que promueve su transmision y, por tanto, la diseminaciéon de organismos multirresistentes
(Chellat et al., 2016; Li et al., 2023).
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Nuevos antimicrobianos

El descubrimiento de nuevas moléculas antimicrobianas es un proceso complejo y generalmente tiene
limitaciones como son la toxicidad en el hospedero o baja actividad antimicrobiana, aunque esto ha sido
mejorado gracias a técnicas computacionales que han acelerado la seleccién de nuevas moléculas, asi como
los posibles blancos en las células bacterianas (Lluka & Stokes, 2023). Adicionalmente, el reposicionamiento
de farmacos, es decir, buscar actividades antimicrobianas en moléculas que se emplean para el tratamiento
de otros padecimientos y que de los cuales se conoce bien su efecto en los humanos asi como las dosis y
efectos secundarios, es una estrategia que requiere conocer bien, tanto la actividad antimicrobiana que
presente el farmaco, como el dafio primario en las células expuestas a estas para conocer la posibilidad de
el surgimiento de resistencia a moléculas usadas para este fin (Aguilar-Vega et al., 2021).

Actualmente, un &rea que potencialmente puede controlar la diseminacién de microorganismos
multirresistentes es el uso de nano-biotecnologia (Wahab et al., 2023). El uso de materiales con actividad
antimicrobiana en la escala nanométrica es sin duda una herramienta que puede limitar la diseminacién de
organismos resistentes a antibiéticos. Un ejemplo es el uso de nanoparticulas de plata antimicrobianas, pero
no citotoxicas como las reportadas por Skoéra y colaboradores (2021), las cuales demostraron que pueden
ser selectivas contra patégenos evitando el dafio en la microbiota normal oral pero que pueden usarse en
amalgamas para la reparacion de dientes sin mostrar dafio en el tejido sano.

Sin embargo, existe una creciente preocupacién por lo que puede ocurrir en la exposicién de un
antimicrobiano no convencional, como las nanoparticulas, con un microorganismo multirresistente (Xu et al.,
2023), ya que el conocimiento que se tiene sobre la respuesta fisiolégica ante la exposicion de
antimicrobianos no convencional es limitado, pero no se puede descartar la posibilidad de tener mecanismos
de resistencia. Un ejemplo de cédmo se ha aproximado el poder conocer la respuesta a nanomateriales lo han
realizado, Liu y colaboradores (2023), quienes usaron protedmica cuantitativa para evaluar el efecto de
nanoparticulas de plata sobre las células de Streptococcus suis. Lo que se encontr6 es que principalmente
disminuye la abundancia relativa de proteinas de membrana y pared celular, pero se sobre expresan las
proteinas antioxidantes y esto correlaciona con el aumento de especies reactivas de oxigeno producidas en
respuesta a la dosis de nanoparticulas empleadas. Se ha postulado que el mecanismo primario de accion de
las nanoparticulas de plata es mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (Ali et al., 2023), por
lo que conocer los mecanismos de respuesta tanto al dafio en la pared como en la membrana celular es de
suma importancia para conocer posibles mecanismos tanto de dafio como de resistencia. Sin embargo, el
uso de protedmica para determinar el mecanismo primario de accidon de nanoparticulas y otros
antimicrobianos es costoso y un proceso tardado y que requiere de mucho procesamiento de muestras y de
datos.

En nuestro grupo de trabajo hemos analizado el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de plata sintetizadas
usando métodos de quimica verde y su respuesta celular usando bacterias reporteras (Campo-Belefio et al.,
2022), demostrando que las nanoparticulas de plata tienen primeramente efecto dafiino sobre la membrana
celular y en el DNA, teniendo como mecanismo posible la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Campo-Belefio et al., 2022). Una de las grandes ventajas del uso de microorganismos reporteros es que
proveen informacion sobre el mecanismo primario de accion in vivo y pueden evaluarse mediante contacto
directo con el antimicrobiano como también hemos reportado previamente (Mora-Gardufio et al., 2022).

Mecanismo de resistencia a nanomateriales

Respecto al uso de nanomateriales, ya hay algunos reportes que sugieren la resistencia hacia nanoparticulas
metalicas. Kamat y colaboradores (2023) abordan el tema y sefialan que los mecanismos mas probables de
resistencia a nanoparticulas estan las bombas de eflujo, repulsion electrostatica de las nanoparticulas por
cambios en la membrana y pared, formacion de biopeliculas, produccién de enzimas detoxificantes y cambios
genéticos. También reportan que en la literatura se han encontrado reportes en los que se puede observar
resistencia a nanoparticulas en tan solo 90 minutos, dependiendo de las propiedades de las nanoparticulas,
asi como en el microorganismo expuesto.
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Panacek y colaboradores (2018) hicieron un hallazgo preocupante. Usando nanoparticulas de plata,
generaron subpoblaciones resistentes en tan solo ocho pasos consecutivos de cultivo (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) expuestos a concentraciones subletales del nanomaterial. Respecto al
mecanismo de resistencia, los autores lo asocian a la capacidad del flagelo bacteriano para agregar las
nanoparticulas y no a modificaciones genéticas ya que los autores secuenciaron el genoma completo de las
poblaciones resistentes sin encontrar mutaciones que expliquen el fenotipo. Los autores demostraron que el
fendmeno es evitado mediante el uso de extractos de granada los que evitan la resistencia.

En el grupo de trabajo, haciendo uso de mutantes (coleccion Keio, (Baba et al., 2006; Yamamoto et al., 2009))
en genes de reparacion del DNA, asi como de respuesta a estrés oxidativo, se establecié un método para
evaluar la sensibilidad de estas mutantes a diferentes antimicrobianos, especialmente nanoparticulas de plata
(Martinez-Alvarez et al., 2024), con la finalidad de evaluar en qué fondo genético se observa una mayor
sensibilidad a los nanomateriales. Se evaluaron primeramente estas mutantes para conocer su fenotipo ante
la exposicion de agentes conocidos que causan dafio en el DNA (mitomicina C) o por estrés oxidativo
(peroxido de hidrogeno). En este andlisis encontramos que la mutante en la catalasa/peroxidasa KatG mostro
sensibilidad extrema a mitomicina C (Figura 1).

A 101 102 102 10 10* 102 103 104
Mitomycin C 2 pg/mL Mitomycin C 5 pg/mL
Control (PBS/Tween 1%)

Reto

Control (PBS/Tween 1%)

Reto

H0, 0.1% H0, 0.5%

Control (PBS/Tween 1%)
Reto

Control (PBS/Tween 1%)

Reto

B

Control (PBS/Tween 1%)
Mitomycin C (5 pg/mL)
H;0, 0.1%

Figura 1. Andlisis de sensibilidad de E. coli ante mitomicina C y peréxido de hidrégeno. Andlisis de sensibilidad hecho con células de la cepa parental
BW25113y la cepa de la coleccién Keio (Baba et al., 2006; Yamamoto et al., 2009) deficiente en la catalasa/peroxidasa KatG. En el Panel A, andlisis
por goteo de la cepa parental BW25113 expuesta a dos concentraciones de mitomicina y de peréxido de hidrégeno. De cada condicién, se hizo una
dilucion serial para de cada dilucién sembrar en una caja de agar-LB 3 uL de la suspension celular. Se usé de control PBS 'y Tween al 1% ya que es el
vehiculo para la dilucion de otros antimicrobianos analizados. En el Panel B, se muestra el andlisis de la mutante PkatG usando mitomicina y peroxido
como se muestra para la cepa parental (Panel A). Figura tomada de Martinez-Alvarez y colaboradores (2024).

En este trabajo, se propone que la sensibilidad a mitomicina C observada en la mutante de la
catalasa/peroxidasa katG, esta asociada no solamente a la alquilacion del DNA, sino también de proteinas,
por lo que se explord alguna explicacion plausible a este fenémeno.

Se ha reportado que la mitomicina C y otros agentes alquilantes pueden afadir grupos alquilo a nucledfilos
como son los grupos amino, sulfidrilo, hidroxilo, fosfato, carboxilo e imidazol (Konstantinov & Berger, 2008),
todos presentes en proteinas. Por tal motivo, la hipétesis propuesta es que la ausencia de la catalasa puede
implicar la pérdida de otra actividad enzimatica que esté relacionada con la estabilidad y plegamiento de
proteinas.

VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

pag 3



VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXI1X

pe

Universidad de Guanajuato

Catalasas, enzimas bifuncionales

El fenotipo observado con mitomicina en la mutante del gen katG sugiere que la enzima tiene una actividad
adicional. La actividad que se hipotetiza en este trabajo es la actividad de chaperona, proteinas que asisten
en el plegamiento de proteinas dafiadas. En el 2020, Nava-Ramirez y Hansberg demostraron que en la
catalasa de subunidades de gran tamario del hongo Neurospora crassa el dominio carboxilo terminal presenta
actividad de chaperona. En 2022, Hansberg y colaboradores demuestran que el dominio carboxilo terminal
confiere resistencia a la desnaturalizaciéon por calor de catalasas de subunidades pequefias o de un solo
dominio y que las catalasas de subunidades de gran tamafio son el producto de la fusion de una catalasa
mono funcional con una chaperona bacteriana.

Para evaluar estas propiedades de las catalasas bacterianas, en el presente trabajo se aborda algunos
aspectos evolutivos y estructurales de KatG de Escherichia coli y elucidar el origen evolutivo del dominio
carboxilo terminal de KatG que quiza le confiera la capacidad de participar en el plegamiento de otras
proteinas durante estrés oxidativo u otros insultos ambientales.

Catalasas y su funcion biologica

Los organismos patdgenos requieren de estrategias para sobrevivir dentro de un hospedero, lo cual no
necesariamente esta asociado a dafar propiamente al hospedero, sino sobrevivir a los retos que este le
impone al organismo invasor. Un ejemplo de estos mecanismos de resistencia son las catalasas. Las
catalasas (E.C. 1.11.1.21) son enzimas que se encargan de transformar el peréxido de hidrégeno en agua
mediante la reduccién de este compuesto usando un donador de electrones que en este caso es el hierro
unido a un grupo hemo como parte de la estructura de estas proteinas o el uso de un compuesto organico
que aun no se ha identificado (Diaz et al., 2012).

La reaccion que cataliza estas enzimas se puede resumir en la Figura 2. En la reaccién 1, se muestra el paso
de dismutacion del peréxido de hidrégeno. Esta reaccion tiene cuatro pasos (reacciones 2 ala 5). En el primer
paso, ocurre la oxidaciéon del grupo hemo que forma un radical oxiferil que resulta en un radical cation de
porfirina (reaccion dos, compuesto [Cpd] ). El compuesto | es reducido por un segundo peréxido de hidrogeno
para regenerar el estado inicial de la enzima produciendo agua y oxigeno (reaccion 3). Las catalasas pueden
tener actividad de peroxidasa con compuestos organicos como se menciona lineas arriba (se muestra en la
transicion del compuesto | a Il en la reaccion 4 como AH2) y el compuesto Il puede ser oxidado por otro
peréxido de hidrégeno resultando en una inactivacion del compuesto Il mostrado en la reaccion 5 (Vargas-
Maya et al., 2022).

2H202 - 2H20 + 02 (1)
Enz (Por — Fem) + Hy0, — Cpd I (Por** — Fe!V = 0) +H,0 (2

CpdI(Por'* — FeIV = O) + H,O — Enz (Por — Fe'™) + H,0  (3)
+ 0,

CpdI(Por'® — FelV = O) + AH, (4)
— Cpd II (Por — Fe'¥ — OH) + AH"

Cpd II (Por — Fe!¥ — OH) + H,0, (5)
— CpdIII (Por — Felll — 02 *) + H,O.

Figura 2. Progresion de reacciones quimicas hechas por las catalasas. Abreviaturas: Cpd, compuesto; Enz enzima; Por, porfirina. Tomado de Vargas-
Maya et al., 2022.
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La eliminacién de especies reactivas de oxigeno o ROS es un tema de intensa investigacion ya que tiene
multiples implicaciones biomédicas, como son el combate a patdgenos, parte importante del sistema inmune
innato, envejecimiento, patologias, cancer, entre otros (Gebicka & Krych-Madej, 2019). En bacterias, existen
multiples sistemas que combaten la presencia de ROS siendo las catalasas y peroxidasas las principales, asi
como otras enzimas como las oxidasas terminales (Borisov et al., 2021).

Si bien las mutantes en catalasas son viables, son hipersensibles a peroxido de hidrégeno y otros agentes
oxidantes. En nuestro grupo de trabajo, encontramos que una mutante de Escherichia coli en la principal
catalasa es hipersensible a un agente alquilante. Por tanto, en este trabajo, realizaremos estudios
bioinformaticos para tratar de elucidar el papel de la catalasa en la resistencia a agentes que principalmente
dafian acidos nucleicos y proteinas mediante alquilacién.

KatG de E. coli es una proteina de 726 aminoacidos con un peso molecular determinado de 84 kDa (Loewen
et al., 1985). En la Figura 3 se muestran algunas de sus propiedades estructurales.

A C-terminal

Residuos cataliticos
Unién a metal
\ Residuos accesorios

N-terminal

Figura 3. Algunas caracteristicas estructurales de la catalasa KatG de E. coli. En el panel A se muestra en esquema de color de arcoiris la estructura
de la proteina, indicando la posicién del amino y carboxilo terminales. El asterisco indica una region del extremo amino terminal con aminodcidos
repetidos que no se sabe su funcion y al carecer de una estructura experimental, el modelo determina que es una region desordenada. En el panel B
se muestra la estructura de la proteina y en verde y magenta se indican los residuos cataliticos, indicados en un acercamiento y rotacion de la
estructura a la derecha. Los residuos cataliticos fueron tomados de EcoCyc (https://ecocyc.org/gene?orgid=ECOLI&id=EG10511#FTRS. En el panel
C se muestra un modelo hecho con AlphaFold 3 (Abramson, J., Adler, J., Dunger, J. et al. Accurate structure prediction of biomolecular interactions
with AlphaFold 3. Nature (2024). https://doi.org/10.1038/s41586-024-07487-w) en el cual contiene el grupo hemo (en morado). Una cualidad muy
particular de la proteina se muestra en el panel D, dénde la proteina presenta carga positiva en la mayor parte de su superficie.

Un analisis interesante de KatE es que se ha logrado generar versiones truncas mediante protedlisis, se
caracterizé funcionalmente y por estructura la regién C-terminal de esta proteina, demostrandose que carece
de un grupo hemo pero que participa en la catalisis de la proteina (Chelikani et al., 2005). En el caso del
dominio C-terminal de la proteina KatG (residuos Tyr422 a Leu726), también por cristalografia, se demostro
que carece de un grupo hemo (Carpena et al., 2004). Ahora, las dos enzimas tienen poca homologia en
secuencia y estructuralmente. En la Figura 4, se muestra un alineamiento estructural de los modelos de
AlphaFold2 de ambas proteinas y se indica el valor de RMSD y el promedio de la puntuacion del alineamiento
promedio (Average TM-score), que, en ambos parametros, son muy bajos, por lo que las dos proteinas no
son estructuralmente similares.
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RMSD= 8.58
Average TM-score= 0.27865

Figura 4. Alineamiento estructural entre KatE y KatG, las dos catalasas principales de E. coli. El alineamiento se hizo con US-Align y en verde se
muestra KatE y en azul KatG. Se indican los dos pardmetros de cercania estructural, el RMSD y el TM-score promedio. Ambos pardmetros indican
que las dos estructuras no son semejantes.

E. coli produce dos catalasas, KatE y KatG. Una cualidad peculiar de ambas enzimas es que presentan
resistencia a protedlisis (Chelikani et al., 2003; Carpena et al., 2002) y resistencia a desnaturalizacion (Switala
et al., 1999). Por lo que estudiar sus propiedades evolutivas y estructurales permitiran conocer su funcién
biolégica, asi como buscar alternativas para inhibir esta enzima y usarla como blanco terapéutico.

En primera instancia, el analisis evolutivo sugiere que las catalasas bacterianas estudiadas (KatG de E. coli
y de Mycobacterium tuberculosis) revela su posicion evolutiva con chaperonas pequefias como Hsp20 o
Hsp31. En la Figura 5 se muestra una reconstruccion filogenética de 53 secuencias usando el método NJ con
Bootstrap de 500 iteraciones. Esta reconstruccion filogenética permite inferir estas relaciones evolutivas y
que sugieren un punto de partida para nuevos estudios sobre la inhibicién de estas enzimas como un blanco
terapéutico.
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Figura 5. Reconstruccion filogenética usando diferentes secuencias de chaperonas para evaluar su relacién evolutiva con las chaperonas
bacterianas. En recuadro azul se enmarcan las chaperonas bacterianas elegidas para este andlisis mostrando representatividad evolutiva.

Con base en el andlisis filogenético, se realizé una comparacion estructural de algunos ejemplos cercanos a
estas enzimas y como se muestra en la Figura 6, tenemos una buena conservacion estructural con las
chaperonas. Lo que sugiere una conservacion mayor a nivel de estructura que de secuencia.
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Figura 6. A) Comparacién estructural (vista frontal, lateral y posterior) entre las KatG de E. coli, Mycobacterium tuberculosis y las chaperonas de
organismos seleccionados de la figura 5. B) Comparacién estructural (vista frontal, lateral y posterior) entre KatG de E. coli y Mycobacterium
tuberculosis y las catalasas de los organismos seleccionados a partir de la figura 5. Los organismos estudiados y su correspondiente figura se

encuentran sefialados mediante el cédigo de colores en la figura. C) Estructura de KatG de E. coli.

Con los datos adicionales que se incluyen en este manuscrito, se puede concluir que es necesario obtener la
estructura cristalografica de KatG de E. coli para evaluar en presencia de sustratos si es capaz de unir
péptidos o incluso proteinas en su proceso de renaturalizaciéon como se demostré para el hongo N. crassa.
Relacionado con esto, en el 2020, Nava-Ramirez y Hansberg describieron en la catalasa de N. crassa la
capacidad del dominio carboxilo terminal de tener actividad de chaperona.

Si bien los datos sugieren que efectivamente se trata de una enzima no solo bifuncional para la reduccion del
peroxido de hidrégeno y como peroxidasa, sino también de catalasa, sin evidencia experimental, sigue siendo
algo especulativo. Con base en lo anterior, otra posibilidad de la funcién del domino C-terminal es el flujo del
sustrato al interior de la enzima como se demostré previamente para la catalasa KatE (Melik-Adamyan et al.,
2001). Esto también se demostrd en el caso de la catalasa de subunidad grande del hongo N. crassa en el
que ademas el canal del sustrato es importante para diferenciar el agua del medio del peréxido de hidrégeno
y poder transportarlo al sitio activo (Dominguez et al., 2014).
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Tradicionalmente las catalasas se han clasificado como catalasas y catalasas/peroxidasas (Yuan et al., 2021;
Vargas-Maya et al., 2022). La diferencia entre ambos tipos de enzimas radica en su capacidad de convertir
el peréxido de hidrogeno en agua o bien, el ion superéxido en perdxido de hidrégeno y posteriormente su
conversion en oxigeno y agua (Yuan et al., 2021; Vargas-Maya et al., 2022). Hasta el caso de N. crassa, que
tiene su catalasa de subunidad grande actividad de chaperona, no se habia descrito esta actividad en esta
familia de enzimas. La Unica excepcion es que KatG tienen la capacidad de generar especies reactivas de
oxigeno en presencia de luz UV (UVB) y, la propuesta es que esto ocurre generando un gradiente
electroquimico en los residuos cataliticos pero que, para ese modelo, la enzima debe ser un dimero funcional
(Heck et al., 2010). No se puede descartar la posibilidad de que el dominio C-terminal también participe en
estas reacciones de transferencia de electrones mediada por luz UV u otras condiciones metabdlicas como
el NADH como propone Heck y colaboradores (2010) con la generacion de ROS mediada por la catalasa, es
posible pensar que no necesariamente la enzima tiene actividad de chaperona o bien, es parte del mecanismo
dinamico de esta enzima.

Las bacterias se enfrentan a ambientes sumamente cambiantes. Con cambios radicales en la temperatura,
las proteinas comienzan a agregarse y esto puede conllevar a la muerte celular. Las chaperonas son
proteinas que se encargan de asistir en el plegamiento de otras proteinas, aliviando diversos tipos de estrés
celular como son los choques de calor y algunos desnaturalizantes como el etanol, contribuyen a la
acumulacion citoplasmica de proteinas mal plegadas, disgregan los agregados de proteinas, forman
complejos en los que participan varias chaperonas y permiten la supervivencia a elevadas temperaturas
(Katikaridis et al., 2021; Mogk et al., 2003). Ahora, la clase principal de chaperonas son aquellas que estan
involucradas en disgregar complejos agregados de proteinas, asi como degradar aquellas que no tienen la
capacidad de renaturalizarse, lo cual es un proceso dependiente de energia en forma de ATP (Katikaridis et
al., 2021). Existe otro grupo de chaperonas, llamadas Small heat shock proteins o proteinas de choque
térmico pequefas, que no usan ATP y son la primera linea de defensa cuando hay un estrés que afecta a las
proteinas, las cuales tienen un dominio conservado que estd embebido en una region poco estructurada
(Obuchowski et al., 2021). Ahora, estas proteinas tienen mayor plasticidad en sus funciones, ya que pueden
participar en fase estacionaria, resistencia a la desecacion, pueden regular la formacién de biopeliculas que
son indispensables para la supervivencia, incluso se ha pensado que participan en mantener la integridad de
la membrana (Obuchowski et al., 2020). Por todo esto, las chaperonas juegan un papel muy importante en la
biologia de los seres vivos y mas en las bacterias que se enfrentan a un medio sumamente cambiante y que
es todavia mas relevante en el caso de los organismos patégenos.

Comentarios finales

Las reconstrucciones filogenéticas y el uso de modelos estructurales de proteinas han permitido abrir una
brecha importante en el descubrimiento de nuevas funciones de proteinas, identificar blancos de farmacos e
incluso redisefar proteinas para su uso biotecnoldgico. Hay suficiente evidencia tedrica que sugiere que las
catalasas grandes de bacterias tienen una posible funcién dual, como enzimas que permiten eliminar el
peroxido de hidrogeno y a la par, asistir en replegar proteinas dafiadas por este insulto ambiental.

Para reforzar esta idea, una peculiaridad de la actividad de chaperona de la catalasa de N. crassa radica que
no solamente asiste en el plegamiento de proteinas, sino también en su desplegamiento lo cual puede facilitar
replegar la proteina nuevamente evitando su degradacion (Nava-Ramirez et al., 2023). La actividad que
permite desplegar una proteina esta relacionada con los ultimos 17 aminoacidos de la proteina que tiene
residuos hidrofébicos y cargados nada mas y forma un asa (Nava-Ramirez et al., 2023). En el caso de KatG
no hay una secuencia similar, salvo el extremo amino terminal que es muy extendido y no tiene una estructura
definida en las predicciones usando AlphaFold. Queda por resolver cémo es que la enzima de N. crassa es
capaz de unir el sustrato de una proteina mal plegada y asistir en renaturalizar su estructura nativa, asi como
el mecanismo en KatG de existir como se predice en este trabajo. Se requiere trabajo experimental haciendo
diferentes formas truncas de KatG para evaluar su funcionalidad tanto in vitro como in vivo.

Un aspecto interesante sobre la estructura de KatG es que potencialmente puede formar complejos con otras
proteinas. Arifuzzaman y colaboradores (2006) demostraron usando un ensayo masivo de interaccion
proteina-proteina que KatG es compafiera de otras proteinas en E. coli. Los autores realizaron diferentes
combinaciones como presa y carnada y, en resumen, cuando las enzimas Gss (una glutationilsperdinina
sintasa), PtsA (una fosfoenopiruvato fosfotransferasa) y FruB, una enzima del sistema PTS especifico para
fructuosa son usadas como carnada, presentan interaccion con KatG. Cuando KatG es usada carnada,
presenta interaccion con MhpR, un egulador transcipcional, FepE, un transportador de enterobactin y hierro,
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YbiH un regulador transcripcional hipotéico y NadE, una NH3 sintentasa dependiente de NAD+. Estos datos
sugieren que la enzima puede tener diferentes papeles dentro de la célula. Sin embargo, se ha demostrado
que la enzima es citoplasmica por lo que potencialmente las interacciones con proteinas de membrana estén
relacionadas con el dominio o cara citoplasmica de estas proteinas (Hillar et al., 1999).

Otro aspecto interesante es el enorme arsenal de enzimas antioxidantes en E. coli. El regulén de estrés
oxidativo compone varias enzimas como son dos catalasas, tres superoxido dismutasas y la que mas se ha
demostrado es la mejor enzima para remover el peroxido es Ahp o la alquil hidroperoxido reductasa (Seaver
& Imlay, 2001).

En este trabajo deseamos atraer la atencion de los lectores mediante un ejemplo en M. tuberculosis muy
interesante en relacién con una de las mas importantes chaperonas: DnaK. DnaK es una chaperona que
participa en el plegamiento de proteinas en el periplasma de bacterias (Wickner S et al, 2021). En el caso del
ortélogo de M. tuberculosis, esta proteina se ha demostrado esta anclada en la membrana celular y tiene una
funcién secundaria que es la unién de plasminégeno y otros componentes de la matriz extracelular (Xolalpa
et al., 2007), lo cual hace que tenga un papel importante en la patogenicidad. En el caso de E. coli se
desconoce si puede tener este papel, pero a nivel de secuencia y estructura son proteinas con una alta
homologia (datos no mostrados).

Los resultados generados en el grupo de trabajo que sefialan una mayor sensibilidad al agente alquilante
mitomicina C en una mutante carente del gen katG se complementa con un trabajo de Mulder y colaboradores
(1999) que demuestra que en mutantes de E. coli deficientes en sistemas de reparacion del DNA, se reduce
su sensibilidad al ser transformadas con fragmentos de KatG de M. tuberculosis. Y lo mas interesante es que
este sistema experimental demuestra que las mutantes contindan siendo sensibles a luz UV de onda corta,
por tanto, debe ser un efecto directo en proteinas y lo que proponemos en este trabajo es que, al estar
acoplada la enzima con la actividad de chaperona, esta asiste en plegamiento de proteinas asociadas a la
reparacion del ADN potencialmente como vecindario funcional.

Finalmente, los métodos computacionales estan sujetos a validacion experimental y que podamos comprobar
que la proteina KatG es capaz de asistir a otras proteinas en su plegamiento en condiciones de estrés celular
como lo es la exposicion a especies reactivas de oxigeno. Adicionalmente, sera de suma importancia
determinar la capacidad de complementar una mutante en el gen katG tanto con la proteina completa como
con fragmentos de los dos dominios que la componen para tener evidencia funcional de que el dominio C-
terminal es efectivamente una chaperona. Con todo esto, es posible que las catalasas que contienen dominios
de chaperona pueden ser potencialmente nuevos blancos terapéuticos para microorganismos patégenos
como M. tuberculosis.
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