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ABREVIATURAS

DD dihidrodiol deshidrogenasa

DMSO Dimetil sulfoxido

FDA Food and Drug Administration

FEN fenantreno

GLU glucosa

H constante de Hill

HPAs hidrocarburo policiclico aromético

IPCS International Programme on Chemical Safety

Kapp constante aparente de equilibrio

Kcat constante catalitica

Km constante de Michaelis

Kr coeficiente de retardo

MEB microscopia electronica de barrido

MET microscopia electronica de transmision

MMSP medio minimo de sales y peptona

Mr movilidad relativa

NAF naftaleno

ndd actividad deshidrogenasa medida con el diol de naftaleno, , puede ser cis-ndd
o trans-ndd

NDD enzima naftalendiol deshidrogenasa

PDD enzima fenantrendiol deshidrogenasa

pl punto isoeléctrico

Vmax velocidad maxima para una concentracion de sustrato —oo

WHO World Health Organization
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RESUMEN

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS) son compuestos organicos, hidrofobicos,
que se encuentran formados por dos o més anillos de benceno. Son altamente téxicos y
pueden desencadenar procesos mutagénicos con efectos cancerigenos. Una forma de
eliminar esos contaminantes del medio, es mediante el uso de microorganismos mediante
un proceso denominado bioremediacion. Asi, la cepa YR-1 de Mucor circinelloides fue
aislada de un sitio contaminado con petréleo como un posible organismo degradador de
HPAs, este microorganismo es un hongo dimorfico con crecimiento micelial en presencia
de oxigeno o como esferas levaduriformes en anaerobiosis. Nuestro grupo de trabajo ha
demostrado la capacidad del hongo para crecer en presencia de hidrocarburos tanto
alifaticos como aromaticos, ademas de utilizarlos como fuente de carbono y energia. En el
presente trabajo, con la meta de afiadir mas informacién al proceso de resistencia y
metabolismo de HPAs en M.circinelloides YR-1, se analizé la acumulacion de naftaleno,
fenantreno y pireno en estas células mediante microscopia de fluorescencia. Asi mismo, se
estandarizd la metodologia y se determinaron las condiciones Optimas, para detectar,
mediante zimogramas, la actividad cis-naftalendiol (cis-ndd) de extractos libres de células
crecidas con fenantreno. Ademas, se realizd la purificacion parcial y caracterizacion
bioguimica de una probable oxidorreductasa inducible por fenantreno que probablemente es
la responsable de la deshidrogenacion, denominada PDD1, la cual incluyd la estimacion de
las constantes de union para los sustratos de la enzima. Los resultados observados sugieren
que la enzima PDD1 es capaz de usar los sustratos cis y trans-naftalendiol. También se
realiz6 el analisis de la enzima purificada parcialmente mediante espectrometria de masas
en un sistema MALDI-TOF. Se encontr6 que, en el homogenado habia mas de una
proteina; una de ellas identificada como S2JH17 presenta el plegamiento de Rossmann
necesario para llevar a cabo la actividad DD vy caracteristico de las enzimas que unen NAD
0 NADP. Estos datos sugieren que la proteina S2JH17 es la mejor candidata a ser la enzima
PDD1. Finalmente se realizaron experimentos preliminares para determinar la localizacion
intracelular de la actividad cis-ndd, por medio de gradientes isopicnicos de sacarosa. Los
resultados sugieren la localizacion de dicha actividad en una poblacion microvesicular que

sedimenta a 4x10°S.



INTRODUCCION

Hidrocarburos policiclicos aromaticos

De acuerdo con el IPCS (International Programme on Chemical Safety), el término HPAs
hace referencia a una gran cantidad de compuestos organicos que contienen dos 0 mas
anillos aromaticos fusionados, formados Unicamente por atomos de carbono e hidrogeno,

dispuestos de forma lineal angular o en arreglos de racimo (WHO, 1998).

Se encuentran de forma natural como productos de combustion, derivados de combustibles
fosiles y procesos de transformacion (Neff, 2002; Hylland, 2006). Son sélidos a
temperatura ambiente con puntos de fusion y ebullicion relativamente altos, baja presion de
vapor y una muy baja solubilidad en agua que tiende a disminuir conforme aumenta el peso
molecular. Ademas solubles en varios solventes organicos y altamente lipofilicos. Se les
considera quimicamente inertes, pero pueden sufrir fotodescomposicion y reaccionar con
Oxidos de nitrégeno, &cido nitrico, 6xidos de azufre, dxido sulfirico, ozono y radicales
hidroxilos; cabe sefialar que los dos Ultimos estan clasificados como especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Peng et al., 2008; Seo et al., 2009; Ghosal, et al., 2016).

Aungue en el ambiente se les encuentra como mezclas, el IPCS considera para evaluacion
toxicologica los HPAs enlistados en la Tabla 1, asi como algunas caracteristicas reportadas
para cada uno de ellos (WHO, 1998).

Exposicion y salud humana

Los HPAs son absorbidos a través del tracto respiratorio, gastrointestinal y piel. Se
distribuyen ampliamente en el organismo despues de la exposicion, especialmente en
organos ricos en lipidos (Abdel-Shafya y Mansourb, 2015). El metabolismo de los HPAS es
complejo; en general, los compuestos parentales son convertidos via intermediarios
epoxidos a fenoles, dioles y tetroles, los cuales pueden conjugarse con acido sulfurico,

glucordnico o glutation.
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Tabla 1. HPAs parentales y derivados alquilo considerados por la IPCS para la evaluacion de
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Tabla 1 (continuacién). HPAs parentales y derivados alquilo considerados por la IPCS para la
evaluacion de toxicologia. Tabla realizada con datos reportados por WHO en el EHC 202

(1998).
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evaluacion de toxicologia. Tabla realizada con datos reportados por WHO en el EHC 202
(1998).
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Muchos metabolitos y sus conjugados son excretados a través de la orina o heces fecales,
pero algunos son activados a especies que se unen a DNA, principalmente diol epdxidos, y
pueden desencadenar procesos mutagénicos capaces de generar efectos cancerigenos
(WHO, 1998).

Ademaés, se ha observado que algunos de dichos compuestos pueden inducir necrosis
bronquial, mielotoxicidad, cambios hemolinfaticos, anemia, hiperqueratosis, toxicidad
ocular, inmunosupresion, teratogenicidad, muerte fetal, malformaciones y problemas
reproductivos (WHO, 1998).

Debido a la naturaleza de los HPAs, se les puede encontrar en cualquier sitio aun cuando la
actividad antropogénica sea baja o nula (Ghosal et. al., 2016)) (Tabla 2). Sin embargo,
existen sitios donde los niveles de HPAs son mayores. Se ha observado una mayor
exposicién a dichos compuestos en personas que estan en contacto con aire contaminado,
humo de chimeneas y cocinas, humo de tabaco, operadores de equipo en refinerias,
personas en contacto con operaciones de pavimentacion, trabajadores de plantas de
aluminio y mineria (WHO, 1998; Ghosal et al., 2016).

Los alimentos crudos, normalmente no contienen HPAs pero pueden llegar a contenerlos al
ser cultivados en suelos contaminados, por deposicion de particulas aéreas o formarse al ser
procesados, rostizados, cocinados o fritos, llegando a una concentracién de 0.01 a 10 pg/kg;
en productos ahumados se han detectado en niveles superiores a 100 pg/kg (WHO, 1998;
Choi, 2010).

La FDA cuenta con normativas para regular la concentracion de HPAs en alimentos de
origen marino debido a la exposicion de estos productos en derrames de petroleo (Gratz et
al., 2010). Ademas, enlista mas de 15 HPAs presentes en productos y humo de tabaco;
cataloga a todos ellos como carcindgenos, algunos como tdxicos respiratorios y

cardiovasculares, y toxicos reproductivos y de desarrollo (U. S. FDA, 2012).



Aunque los HPAs pueden sufrir adsorcion, volatilizacion, fotolisis, y degradacion quimica,
la accion microbiana es el principal factor para el proceso de degradacion, por lo que se ha
dado especial atencién a la elucidacion de este proceso; se han identificado algas, bacterias
y hongos capaces de realizarlo (Cerniglia y Yang, 1984; Peng et al., 2008; Seo et al., 2009;
Das y Chandran, 2011).

Fuente Concentracion  de
HPAs
Zonas no contaminadas Agua 50 ng/Il
Suelo 5-100 pg/kg
Areas urbanas Agua 1-30 ng/m®

Ciudades con trafico pesado | Aire >200 ng/m’

de vehiculos de motor Suelo 2-5 mg/kg
Tuneles vehiculares Aire 1-50 ng/m®
Estaciones de tren | Aire >20 ng/m’
subterraneo

Sitios cercanos a industrias Aire 1-10 ng/m®

Suelo >1 g/kg

Rios contaminados >6000 ng/l

Sitios con calefaccion o | 1-100 ng/m’

humo de tabaco

Ingesta por alimentos 0.10-10 po/dia/

persona

Tabla 2. Niveles de HPAs medidos en distintas fuentes ambientales

Degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

Para disertar el proceso de degradacion bioldgica de los HPAs se han empleado naftaleno,
fluoreno, fluoranteno, pireno, benzo[a]pireno y fenantreno, entre otros (Peng et al., 2008);
en estos estudios se identificaron los productos de degradacion de los HPAs aislandolos
mediante HPLC y caracterizandolos por espectrometria de masas, dicroismo circular y
resonancia magnética nuclear; con ello se establecio un modelo general de degradacion
bioldgica de estos compuestos (Tabak et al., 1964; Laborde y Gibson, 1977; Cerniglia et
al., 1979; Cerniglia y Yang, 1984). También se han aislado algunas enzimas involucradas
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en el catabolismo de los HPAs e identificado algunos genes, principalmente en bacterias
(Hara et al., 1991; Sato et al., 1994; Arimitsu et al., 1999; Asada et al., 2000; Aoki et al.,
2001; Jouanneau y Meyer, 2006; Kim et al., 2007; Liang et al., 2006; Carbone et al., 2008;
Peng et al., 2008; Seo et al., 2009).

Se han identificado tres fases principales en la biotransformacion de compuestos
xenobidticos:

l. Fase de activacion. Implica oxidaciones, reducciones o hidrolisis que convierten
los compuestos en metabolitos mas polares (Jacobs et al., 1991; Warshawsky et
al., 1995; Bezalel et al., 1997).

. Fase de conjugacion. Formacién de aductos menos toxicos y mas solubles,
mediante metilacion, glucuronidacién, acetilacion o por conjugacién con
moléculas enddgenas (Warshawsky et al., 1995; Casillas et al., 1996; Bezalel et
al., 1997).

M. Fase de asimilacion. Implica la incorporacion de los HPAs conjugados en
organelos u otras estructuras del microorganismo (Warshawsky et al., 1995;

Bezalel et al., 1997).
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Figura 1. Ruta propuesta para el catabolismo microbiano de HPAs (Haritash y Kaushik, 2009).

La habilidad de los microorganismos para catalizar la fision enzimatica de un nucleo de

benceno depende de la presencia de al menos dos sustituyentes hidroxilo en el anillo



aromatico (Figura 1). Cuando un anillo aromético ya contiene un solo sustituyente
hidroxilo, la adicion enzimatica de un segundo grupo hidroxilo es usualmente catalizada en
una reaccion monooxigenasa-dependiente, en donde un atomo de oxigeno molecular es
incorporado en el sustrato y el otro &tomo de oxigeno es reducido a agua (Rogers y Gibson,
1977; Atlas y Hazen, 2011). Las bacterias oxidan inicialmente los HPAs por incorporacion
de dos atomos de oxigeno molecular en el nucleo para formar cis-dihidrodioles. Una vez
formados los dihidrodioles, las dihidrodiol deshidrogenasas son las encargadas de convertir
el compuesto en un catecol que posteriormente serd convertido en intermediarios del ciclo
de &cido citrico, conduciendo de esta manera a la degradacion total de la molécula (Rogers
y Gibson, 1977; Goyal y Zylstra, 1996).
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Figura 2. Via de activacion de las dihidrodiol deshidrogenasas (Hernandez et.al., 2007).

En contraste, los mamiferos emplean el sistema de las enzimas citocromo P450
incorporando un atomo de oxigeno molecular en el HPAs para formar éxidos de areno,
también Ilamados diol epoxidos, que bajo la accion enzimatica de una epdxido hidrolasa
forman trans-dihidrodioles (Rogers y Gibson, 1977). Este sistema no so6lo es importante en
detoxificacion sino también en la bioactivacion de los HPAs, ya que se generan potentes

carcindgenos (Figura 2).
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En cuanto a los hongos, se ha propuesto que algunos de ellos pueden llevar a cabo la
degradacion de los HPAs de manera similar a las células de mamifero (Sutherland, 1992;
Peng et al., 2008; Ghosal, et al., 2016). Cabe destacar que dentro de este grupo se pueden
distinguir dos mecanismos involucrados en la degradacion de los HPAs (Figura 1):

l. Degradacion mediante enzimas extracelulares del metabolismo de lignina. En
hongos ligninoliticos, mediante enzimas como lignina peroxidasas (LiP),
manganeso peroxidasas (MnP) y lacasas. Estas enzimas no son especificas y
oxidan una amplia variedad de compuestos organicos ya que son capaces de
degradar HPAs debido a su alta similitud con la estructura de la lignina
(Cerniglia, 1997; Peng et al., 2008; Peixoto et al., 2011).

. Degradacion por el sistema enzimético de citocromos P450. Este sistema
cumple la funcion bioldgica de detoxificacion y esteroideogénesis, la cual esta
basada en su capacidad de incorporar oxigeno en una amplia variedad de
compuestos. Las enzimas tipo citocromo P450 puede oxidar numerosos HPAs a
fenoles que pueden ser conjugados con sulfato, acido glucorénico o glucosa
(Cerniglia, 1997; Peng et al., 2008).
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Figura 3. Ruta de degradacion intracelular propuesta para fenantreno mediante el sistema
enzimatico de citocromos P450 (Bezalel et al., 1997).

Aungue algunos autores han propuesto que mediante el sistema P450 no es posible
degradar HPAs, Bezalel y colaboradores (1997) propusieron una ruta de degradacion de

fenantreno mediante este sistema (Figura 3).
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En resumen, aunque aun no son muy claros los mecanismos de degradacion de HPAs en
hongos, se ha establecido que no metabolizan ni mineralizan los HPAs tan rapidamente
como las bacterias, pero lo hacen de manera similar a los sistemas enzimaticos de
mamiferos; que los hongos no utilizan HPAs como Unica fuente de carbono y energia, v el
medio en que crecen debe ser suplementado con una fuente de carbono que les permita
degradarlos; que el metabolismo de hongos para los HPAs es altamente regio- y estéreo-
selectivo (Cerniglia y Yang, 1984); que los hongos no ligninoliticos metabolizan HPAs a
dihidrodioles, fenoles, quinonas y dihidrodiol epoxidos, y se pueden encontrar productos de
conjugacion como glucoronidos, xilosidos, glucésidos y sulfatos; que las rutas de
conjugacion conducen a detoxificacion, mientras que los productos de oxidacion como
quinonas o dihidrodiol epdxidos pueden ser bioactivos y toxicos (Bezalel et al., 1997); que
los hongos producen metabolitos con alta solubilidad en agua y mayor reactividad quimica,
lo que podria aumentar la mineralizacién de estos compuestos por bacterias nativas del
suelo (Das y Chandran, 2011); y que varios sistemas enzimaticos estan involucrados en el
metabolismo fangico de HPAs, en los que se incluyen: citocromo p450 y peroxidasa
intracelulares, ademas de lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa extracelulares
(Hammel, 1995; Cerniglia, 1997).

Dihidrodiol deshidrogenasas

El estudio de las caracteristicas de las proteinas permite conocer cdmo y en qué procesos
bioldgicos participan y su impacto en las funciones celulares como son la expresion génica,
crecimiento celular, nutricién, morfologia, comunicacion intracelular, entre otros. La
comparacion de proteinas con la misma funcién puede mostrar las diferencias en una con
respecto a la otra, pudiendo establecer diferencias funcionales como son su pertenencia a
diferentes tipos celulares, estadios de desarrollo o estado del organismo en respuesta a
cambios ambientales, ya que existen un gran nimero de proteinas que se expresan
Unicamente bajo condiciones muy particulares (Golemis, 2002; Twyman, 2014). En este
sentido, el estudio de las enzimas involucradas en el proceso de degradacion de HPAS
permitird un mejor entendimiento de este proceso y disefiar procesos de degradacion mas

eficiente de estos compuestos.
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La primera dihidrodiol deshidrogenasa (DD) descrita se identifico en higado de conejo
(Ayengar et al., 1959). Llamé la atencién que esta enzima fuese capaz de oxidar el
dihidrodiol de benceno al correspondiente catecol, ya que los dihidrodioles son metabolitos
intermediarios altamente carcinogénicos (Carbone et al.,, 2008). Posteriormente se
purificaron otras DD de distintas fuentes incluyendo higados murinos, cobayo, conejo,
mono y humano (Penning et al., 1999).

Las DD son oxidoreductasas NADH 6 NADPH dependientes miembros de la super familia
de las aldo-ceto reductasas, las cuales tipicamente catalizan la reduccién de compuestos que
contienen grupos carbonilo y/o la reduccion de alcoholes (Kelly et al., 2000, Higaki et al.,
2002). Se ha reportado, de forma general, que en procariontes estas enzimas utilizan cis-
dihidrodioles como sustrato y requieren NAD"* como aceptor de electrones, y en contraste
las dihidrodiol deshidrogenasas de eucariontes requieren NADP® como aceptor de
electrones y utilizan sustratos trans preferentemente (Reiner, 1972; Rogers et al., 1977;
Patel y Gibson, 1976; Nagao et al., 1988).

En el caso de algunas DD aisladas de tejidos de monos japoneses, cobayo, perro y conejo,
se encontré que estaban formadas por dos subunidades idénticas con pesos moleculares de
entre 32 y 36 kDa. Asi mismo, en estudios cinéticos, se determind que la reaccion
catalizada por las DD diméricas seguia un mecanismo bi-bi ordenado, en el que el NADP*
se une primero a la enzima liberando posteriormente NADPH (Carbone et. al., 2008);
ademas se observd que la actividad deshidrogenasa es competitivamente inhibida, con
respecto a los trans-dihidrodioles de naftaleno y ciclohexano, por ascorbatos como el L-

ascorbato y su epimero el &cido isoascorbico (Carbone et al., 2008).

Localizaciéon del metabolismo de HPAs

Se han realizado pocos estudios acerca de la localizacion de la degradacion de compuestos
policiclicos en células de mamifero, algunos de estos efectuados con higado de rata

permitieron establecer que en los microsomas se lleva a cabo la activacion de los HPAS



para su degradacion (Hopkins, 1968; Howes y Hunter, 1968; Vyas et al., 1983; Kumar et
al., 1995). Por otro lado, empleando Pleurotus ostreatus como modelo de estudio, se
encontrd que algunas de las actividades enzimaticas relacionadas con las primeras fases de
degradacion de fenantreno, se encontraban tanto en la fraccion citosélica como microsomal.
No obstante, las actividades de conjugacion posteriores a la activacion del fenantreno
fueron mas altas en la fraccion microsomal (Bezalel et al., 1997). A la fecha, no se ha
propuesto la existencia de microsomas exclusivos para degradacion de HPAs, sin embargo,
en estudios mas recientes se ha sugerido que la incorporacion de los HPAs en el micelio de
algunos hongos depende de un transporte activo y se han encontrado dichos compuestos en

vesiculas internas (Furuno et al., 2012; Fayeulle et al., 2013).

Modelo de estudio

M. circinelloides es un hongo dimorfico perteneciente a la familia Mucoraceae, se
desarrolla como levadura en condiciones anaerébicas y como un hongo filamentoso
aerdbicamente. Es un hongo de amplia distribucion y se puede encontrar en materia en

descomposicion (Li et al., 2011).

Ha sido de interés en el campo de la biotecnologia como fuente de carotenos y lipidos ya
que los acumula en altos niveles en el micelio; ademas de presentar una buena produccién
de biomasa en biorreactores, es capaz de crecer en una amplia gama de fuentes de carbono;
los lipidos de este organismo han recibido especial atencion ya que pueden ser facilmente
transformados a biodiesel (Tauk-Tornisielo et al., 2009; Papp et al., 2013; Carvalho et al.,
2017)
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ANTECEDENTES

Es importante el estudio de los mecanismos que median la degradacion de HPAs para
comprender este proceso. Para este fin se han caracterizado microorganismos aislados de
sitios contaminados. Tal es el caso de la cepa YR-1; la cual fue aislada de suelo
contaminado con petrdleo en las cercanias de la refineria Manuel M. Amor, en la ciudad de
Salamanca, Guanajuato, en el afio de 1996 y que se planteé como potencial biodegradador
de hidrocarburos. Mediante el andlisis de los dominios D1/D2 del gen rRNA 28S se
determiné que la cepa pertenece al género Mucor y, realizando cultivos a temperaturas
restrictivas para algunas especies del género, se concluy6 que el microorganismo aislado es

una cepa de M. circinelloides (Alvarado, 2007)

Figura 4. Diferencias morfoldgicas que presenta la cepa YR-1 cuando crece en presencia de
diferentes fuentes de carbono bajo condiciones aerobias A) Glucosa, B) Etanol, C) Glicerol, D)
Pentanol, E) Decanol, F) Antraceno, G) Fenantreno, H) Naftaleno, 1) Pireno (tomado de Durén,
2012).

En cuanto a la cepa YR-1, la caracterizacion fisioldgica permitié establecer que es capaz de
crecer en presencia de una amplia gama de hidrocarburos (Figura 4), tanto alifaticos como
aromaticos (Zazueta et al., 2008; Camacho et al., 2014), por lo que en el grupo de trabajo
se han estudiado las enzimas involucradas en las primeras etapas de degradacion de estos
compuestos. En cultivos con decano o hexadecano, se identificO una di-oxigenasa con
posible actividad mono-oxigenasa (Zazueta et al., 2003), una enzima tipo citocromo P450

(Vallejo-Tinoco, 2007), ademas de la actividad alcohol oxidasa, dichas actividades



enzimaticas se hallan relacionadas con la degradacion de hidrocarburos alifaticos y

aromaticos.

Como parte de la caracterizacion bioquimica, mediante zimogramas, se identificaron las
actividades enzimaticas de dihidrodiol deshidrogenasa cuando el hongo fue cultivado en
distintas fuentes de carbono (Figura 5). Se observd la presencia de cinco bandas de
actividad cuando el hongo se cultiva con glucosa como fuente de carbono (DD1-5), las
cuales son consideradas como dihidrodiol deshidrogenasas constitutivas; y seis actividades
enzimaticas inducibles cuando el hongo crece en diferentes fuentes de carbono (iDD1,
iDD2, iDD3, NDD, PDD1 y PDD2) (Camacho et al., 2012).
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Figura 5. Actividad dihidrodiol deshidrogenasa presente en fracciones citosolicas de M.
circinelloides YR-1 crecido en distintas fuentes de carbono. Carriles: 1, D-glucosa; 2, glicerol;
3, etanol; 4, n-decanol; 5, n-pentano; 6, n-decano; 7, n-hexadecano; 8, naftaleno; 9, antraceno;
10, fenantreno; 11, pireno. Se usé cis-naftalendiol como sustrato y NADP* como aceptor de

electrones (tomado de Camacho et al., 2012).

La enzima correspondiente a la actividad trans-ndd, inducida en cultivos con naftaleno, fue
estudiada como parte del trabajo de tesis de Camacho (2012). Dentro de la caracterizacion,
se determinaron algunas de sus caracteristicas bioquimicas, encontrando que tiene un peso
molecular de 197,400 Da y estd formada por cuatro subunidades. Ademas, mediante
gradientes isopicnicos de sacarosa y un enfoque inmunocitoquimico con microscopia

electronica de transmisidn, se localiz6 la enzima NDD en microvesiculas (Figuras 6 y 7).



Figura 6. Inmunolocalizacion de la NDD y peroxidasa en células crecidas en naftaleno.

Inmunodeteccion con anticuerpos anti-NDD vy anti-peroxidasa acoplados a particulas de oro de
15 y 25 nm respectivamente. Flechas negras, particulas anti- NDD; flechas blancas, anti-
peroxidasa (tomado de Camacho, 2012).

En cuanto a la enzima PDD1, la mayor actividad se observo a las 48 h de incubacion en
MMSP suplementado con fenantreno (Gonzélez, 2013). Asi mismo, en las tesis de Cortés
(2012) y Gonzélez (2013) se estandarizaron las condiciones de zimogramas para la
determinacion de actividad trans-dihidrodiol deshidrogenasa mediante zimogramas a partir
de extractos libres de células crecidas en la presencia de fenantreno. Se establecieron
algunos parametros bioquimicos para estas enzimas como lo son un pH éptimo de 8 para la

deteccion de las actividades PDD1 y 2, asi como una temperatura éptima de 37° C para la



deteccion de ambas actividades. Empleando preparaciones de purificados parciales de la
enzima PDD1, se observé que el cation Ca”* estimula la actividad trans-PDD1 mientras
que los cationes Fe**, Mg®* y Zn** la inhiben.

Figura 7. Tincion negativa de muestras de vesiculas separadas por un gradiente de sacarosa. A,
fraccion con actividad trans-ndd; B, fraccion con actividad peroxidasa (tomado de Camacho,
2012).



JUSTIFICACION

La cepa YR-1 de M. circinelloides es capaz de crecer en presencia de varios HPAs como
fuente de carbono y energia, por lo que resulta un excelente modelo para el estudio del
catabolismo de tales compuestos, incluyendo la caracterizacién de enzimas involucradas.
Es importante estudiar los procesos de biodegradacion de HPAs, especialmente en hongos
pues se sabe muy poco acerca de su metabolismo y hay pocos estudios acerca de las
actividades DD.

OBJETIVOS

Objetivo general

Purificar, caracterizar bioquimicamente y determinar la localizacion intracelular de la
dihidrodiol deshidrogenasa PDD1 inducible por fenantreno en la cepa YR-1 de M.

circinelloides.

Objetivos especificos

- Determinar si hay incorporacion de HPAs al interior del hongo M. circinelloides,
cepa YR-1.

- Realizar un estudio bioquimico que incluya la determinacion de las constantes de
unién a la enzima dihidrodiol deshidrogenasa 1 inducible por fenantreno (PDD1) de
la cepa YR-1, tanto del cofactor como del sustrato en conformacion cis y trans.

- Purificar y determinar el peso molecular de la enzima PDD1 de la cepa YR-1 de M.
circinelloides.

- Determinar la localizacién subcelular de la actividad atribuible a la enzima PDD1.



METODOLOGIA

Organismo y condiciones de cultivo

En el presente trabajo, se empled la cepa de un hongo filamentoso aislada de suelo
contaminado con petréleo, denominada YR-1 (Alvarado, 2007). Para el mantenimiento del
microorganismo se utilizo el medio YPG a un pH de 4.5 que contiene 0.3% de extracto de
levadura, 1% de peptona, 2% de glucosa, suplementado con agar al 2% (Bartnicki y
Nickerson, 1962). Este medio fue empleado para la obtencion de esporas sembrando en
placa e incubando a 28°C durante 3 0 4 dias. Una vez observada la formacion de micelio y
la esporulacidn, se agregd agua estéril en la superficie del micelio, obteniéndose las esporas
en la suspensién acuosa por espatulado. Se realizaron varios lavados por centrifugacion con
agua estéril, se almacenaron las esporas en tubos cénicos y se contabilizaron utilizando la

camara Neubauer, a partir de diluciones apropiadas de la suspension.

El medio de cultivo empleado para la propagacion del microorganismo fue una variante del
medio minimo de Lee (KH,PO,; 2.5%, MgSO; 0.2%, (NH4).SO, 5%, NaCl 5%),
suplementado con peptona al 0.1 % denominado medio minimo de sales y peptona
(MMSP) y como fuente de carbono naftaleno (J. T. Baker Chemical), fenantreno (Sigma-—

Aldrich), pireno (Sigma—Aldrich) o glucosa (DB Bioxon; Ontario, Canada), segun el caso.

Los cultivos se realizaron en 600 mL de MMSP, inoculando 5x10° esporas/ml; e incubando
a 28°C con agitacion constante a 120 rpm, el tiempo de incubacién fue de 48 h, excepto en

los casos que se indica.

Obtencidén de extracto libre de células

De cultivos de dos dias, se colectaron las células por filtracion en papel Whatman No.1 y se
resuspendieron en una solucion amortiguadora de Tris-HCI 50 mM pH 8.5 conteniendo
PMSF 1 mM disuelto en dimetilsulféxido. Se afiadieron perlas de vidrio de 0.45 mm de

diametro y las células se sometieron a rompimiento balistico en un homogenizador Braun
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durante 8 periodos de 30 s. Se recuper0 el homogenado celular y se sometiéo a una
centrifugacion a 12,100 xg por 10 min, seguida de otra a 165,000 xg por 1 h, todo ello a
4°C. Se recuperd el sobrenadante y se almaceno a -20°C para los siguientes ensayos.

Microscopia de fluorescencia

A partir de un cultivo en MMSP con algin HPAs o glucosa como fuente de carbono. Se
tomaron las muestras de micelio y se observaron directamente en un microscopio Zeiss
Axio Observer Z1 LSM 700, las imégenes fueron obtenidas con el objetivo Achroplan
63x/0.8; a 405 nm de excitacion y 435 nm de emision. En las imagenes de los resultados se

especifica la fuente de carbono usada, asi como la concentracién

Zimogramas

Se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones nativas de acuerdo con Laemmli
(1970) con las concentraciones descritas en cada caso, se cargaron extractos libres de
células. Para revelar la actividad ndd en los geles se utilizé una modificacién del método de
zimogramas de actividad de alcohol deshidrogenasa, descrito por Nikolova et al. (1991). Se
realiz6 una electroforesis nativa y el gel se sumergié en una solucion reveladora que
contenia: metasulfato de fenacina, p-nitroazul de tetrazolium, NADP, Tris-HCI 50 mM a
pH 8.5 y uno de los sustratos, (1R, 2S)-cis-1, 2-dihidro-1, 2-naftalendiol o (1R, 2S)-trans-1,
2-dihidro-1, 2-naftalendiol. Los electromorfos de actividad se determinaron por medio de la
aparicion de bandas color violeta, la imagen de los geles se capturd en un escaner de
sobremesa Scaner HP ScanJet G2710 Photo Scanner.

Tincion de proteinas en gel con azul de Coomassie
Para observar el patron de las proteinas presentes en las diferentes fracciones a analizar, los

geles provenientes de electroforesis no desnaturalizante o desnaturalizante se tifieron con

una solucion de azul de Coomassie R 0.05% (Bio-Rad). El exceso de colorante se elimino
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por decantacion y el gel se destifid hasta la total desaparicion del fondo azul del gel con una

solucién compuesta por metanol (40%), acido acético (7%) y agua destilada.

Tincion de glicoproteinas (Packer et al., 2002)

Muestras de extractos libres de células se aplicaron a geles nativos de poliacrilamida al
10%, el corrimiento electroforético se realiz6 a 100V y 4°C, una vez terminado, se fijo con
acido acético al 7.5% por una hora y se lavé en agua destilada. Posteriormente se sumergio
en &cido periodico al 0.2% en frio durante toda la noche, seguido de 6 lavados en agua
destilada. Se transfirio una solucion fucsina-sulfito 7%, manteniéndolo en oscuridad a 4°C
hasta que se observaron bandas de color rosado. Para eliminar el exceso de colorante, se

lavd en agua destilada hasta que se aclaro el fondo. Se conservo en acido acético al 5%.
Tincion de proteinas en gel por coloracion con plata

La tincion de geles con plata se realiz6 usando el Silver Stain Kit (Bio-Rad) de acuerdo con
las indicaciones del fabricante como se describe a continuacion. Muestras de extracto libre
de células fueron sometidas a electroforesis desnaturalizante en geles al 10%. Terminada la
electroforesis, se realizo la fijacion de las proteinas en una solucion de metanol 40% - &cido
acético 10% (v/v) durante un tiempo minimo de 30 minutos. Se lavé el gel dos veces con
una solucién de etanol 10% - acido acético 5% (v/v) durante 30 minutos en cada lavado.
Para la fase de oxidacion se prepar6 una solucion de oxidizer concentrade silver straind
(BioRad) al 10% (v/v) y se sumergio el gel en ella por 10 minutos, seguido de tres lavados
de 10 minutos con agua desionizada hasta que el color amarillo dejado por el agente
oxidante desaparecio. Luego, el gel, se sumergié en una solucion al 10% (v/v) de oxidizer
concentrade silver straind (BioRad) durante 30 minutos. Se enjuagé durante 2 minutos con
agua desionizada y finalmente se revel6 con una solucion al 3.2% (p/v) de silver stain
developer (BioRad) cambiandola cada 5 minutos hasta que se observaron las bandas de
proteina. La reaccion se finalizé con una solucion de acido acético al 5% (v/v). Todas las

soluciones usadas fueron preparadas con agua desionizada.
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Determinacion de actividad enzimatica por espectrofotometria

Peroxidasa — La actividad de peroxidasa se determiné siguiendo el método de Mahely y
Chance (1954), el cual consiste en el uso de 4-aminoantipirina como donador de iones de
hidrégeno. La velocidad de reaccion es determinada por el incremento de la absorbancia a
510 nm debida a la descomposicion de perdxido de hidrégeno. La determinacion se realizé
a 21 °C en un volumen final de 1 mL que contenia: 0.45 mL de solucion de
fenol/aminoantipirina (0.0025 M 4-aminoantipirina con 0.17 M fenol, disuelto en agua), 0.5
mL de solucién de 0.0017 M perdxido de hidrogeno (diluido en regulador de fosfatos de
potasio, 0.2 M, pH 7.0) y 0.05 mL de muestra. Se midi6 la absorbancia a 510 nm después
de 30 minutos de incubacion. Una unidad de actividad especifica enzimatica se definio

como la descomposicion de un 1 pumol de H,O, por mg de proteina a 21°C en 30 min.

Naftalendiol deshidrogenasa — La actividad de naftalendiol deshidrogenasa (ndd) se
determind mediante una modificacion al método de Bergmeyer (1970), en el cual se
determiné el incremento de la absorbancia a 340 nm, debida a la reduccion del NADP*
presente en la mezcla de reaccion. El ensayo enzimatico se llevé a cabo a 25°C en una
mezcla de reaccion que contenia: 800 pL de regulador Tris-HCI, 50 mM, pH 8.5, 50 uL de
NADP" 38 mM, 50 pL de (1R, 2S)-cis-1, 2-dihidro-1, 2-naftalendiol (Fluka) 6 (1R, 2S)-
trans-1, 2-dihidro-1, 2-naftalendiol (Fluka) 19 mM, 50 uL de extracto libre de células y 50
pL de agua. Se incub6 la mezcla de reaccion durante 30 minutos y, pasado ese tiempo, se
midio la cantidad de NADP™ reducido. Para los analisis cinéticos, se midi6 el incremento en
la absorbancia a 340 nm durante 4 a 5 min y con el valor de la pendiente (AAsio/min) de la
parte lineal de la curva se realiz6 el calculo de la velocidad de la reaccion. Para los ensayos
de inhibicién por producto final, se afiadieron 50 pL de 1,2-dihidroxinaftaleno 6 6 9 mM
disuelto en Tris-HCI 50 mM pH 8.5 a la mezcla de reaccion y se determind la velocidad de
la reaccion como se describid. La actividad especifica de la enzima se expres6 como

umoles de NADPH + H* formados por minuto por mg de proteina a 21°C.

Oxigenasa — La actividad de oxigenasa se determino de acuerdo a Zazueta y col. (2003); se

realiz6 a 21°C en un volumen final de 1 mL que contenia: 390 puL de regulador de Tris-HCI



50mM, pH 8.5, 10 puL de una solucion de naftaleno 19mM disuelto en tris-HCI 25mM
como substrato; 400 pL de o-dianisidina al 0.1% diluido en 25 mM HCl y 200 pL de
extracto libre de células. El producto de la reaccion se determind en un espectrofotometro
Beckman DU-650 a 460 nm. Una unidad de actividad especifica enzimatica se definié

como el consumo de 1 nM de O, por mg de proteina en 30 min.

Alcohol deshidrogenasa — La actividad de alcohol deshidrogenasa se llevo a cabo siguiendo
el método de Bergmeyer (1970), con el que se determino el incremento de la absorbancia a
340 nm, debida a la reduccion del NAD" presente en la mezcla. El ensayo enzimatico se
llevo a cabo a 21°C en una mezcla de reaccion que contenia: 800 uL de regulador Tris-HCI,
50 mM, pH 8.5, 50 pL de NAD * 38mM, 50uL de etanol 15.2 M, 50 pL de extracto libre de
células y 50 pL de agua. La actividad especifica de la enzima se expres6 como um de

NADH" formados por mg de proteina en 30 min.
Determinacion de proteina total

La determinacion de proteina se llevd a cabo por el método de Lowry (1951), que esta
basada en la reaccion de la proteina con el reactivo de Folin, que provoca una reduccion del
fosfomolibdato-fosfotungstato del reactivo, por la tirosina y por el triptofano de las
proteinas, formando un complejo colorido que absorbe a 750 nm. La concentracion se
calcul6 a partir de una curva de calibracion realizada con albumina de suero bovino en

concentraciones de 0-100 pg.
Purificacion parcial de la enzima PDD

Purificacion por elucion - Se tomaron muestras de extractos libres de células y se
sometieron a electroforesis en gel en condiciones nativas, a partir de esos geles se cortaron
las bandas donde se localizaba la PDD por comparacion directa con una seccion tefiida del
gel (Joo y Speicher, 2007). Para extraer la enzima de interés, las bandas cortadas se
colocaron en microtubos de 500uL previamente horadados en la parte inferior y rellenados

parcialmente con fibra de vidrio para retener el gel, estos se acoplaron a microtubos de 1.5
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mL a manera de colector; el microsistema se sometio a centrifugacion a 9,167 x g en una
centrifuga Sigma 1-15K durante 10 min; la muestra con la proteina se colectd de la parte
inferior del microtubo de 1.5 mL.

Purificacion por electroelucion - A partir de zimogramas, se cortaron las bandas de interés
y se colocaron en una membrana de diélisis con un minimo de regulador (0.5 — 1 mL) Tris-
HCI 50 mM pH 8.5, las membranas de dialisis se colocaron en una cdmara de electroforesis
horizontal (Bio-Rad, Mini-Sub Cell GT Cell) y se sometieron a un voltaje constante de 100
V durante 1h, a 4°C. El electroeluido se recuperd y se almacend a -20°C para ensayos

posteriores.
Secuenciacion por espectrometria de masas MALDI-TOF

Se obtuvo una muestra mediante purificacion por elucién, la cual fue sometida a SDS-
PAGE en un gel de poliacrilamida al 10% y a partir de dicho gel se corto la banda de
interés, la cual se sometid a analisis en espectrometria de masas MALDI-TOF en la unidad
de Protedmica en CINVESTAYV unidad Irapuato.

Analisis in silico de las secuencias proteicas

Las secuencias correspondientes a las proteinas encontradas mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF fueron sometidas a un analisis bioinformatico. Se evaluaron cuatro
aspectos: glicosilacion, union a cofactores, localizacion subcelular y dominios trans-

membranales.

Glicosilacion — cada secuencia se evalu6 usando la plataforma GlycoEP (Chauhan et al.,
2013), con un método de prediccion que busca patrones de glicosilacion con al menos un
60% de similitud. Se determinaron los sitios probables de N-, O- y C- glicosilacion
mediante prediccion de patrones y accesibilidad media de la superficie; el porcentaje de
sitios de glicosilacion se calcul6 en funcién del nimero de sitios de glicosilacion predichos

respecto al total de aminoacidos en la proteina.



Unién a cofactor — las secuencias se evaluaron en el programa Cofactory v.1.0 (Geertz-
Hansen et al., 2014) en el cual cada secuencia identificada como plegamiento Rossmann es
asociada con un puntaje en tres redes neurales, una para cada cofactor FAD, NAD o NADP.
Un puntaje por encima de 0.5 indica que el dominio predicho es especifico para el cofactor.
Si no se halla plegamiento de Rossmann el puntaje es indicado como 0. El plegamiento de
Rossmann es un motivo estructural que consta de unos 70 aminoacidos y constituye el
centro de union a nucledtidos, la estructura estd compuesta por dos motivos Bof
adyacentes (Bapap) (Arboledas, 2011).

Localizacién subcelular — con el programa TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000) se
determind la posible localizacion de las proteinas. TargetP 1.1 predice la localizacién
subcelular de proteinas eucariotas, mediante la asignacion en base a la presencia de
presecuencias en la regién N-terminal: péptido de transito al cloroplasto, péptido de transito

a mitocondria o péptido sefial de ruta secretora.

Dominios trans-membranales — la bdsqueda de dominios transmembranales se realizé con
el software TMHMM Server v. 2.0 (Sonnhammer, 1998), el cual modela y predice la
ubicacion y orientacién de las hélices alfa en las proteinas de membrana. Dicho programa
estd basado en el modelo oculto de Markov, el cual es un modelo estadistico cuyo objetivo
es determinar parametros desconocidos de una cadena de eventos a partir de parametros

observables (Johnson et al., 2011).

Modelo de la estructura tridimensional — se usé el software en linea Phyre2 (Kelley et al.,
2015) para modelar la estructura secundaria, la prediccion de interaccion con los ligandos
se realizo con 3DLigandSite (Wass et al., 2010).

Obtencion de anticuerpos anti-PDD

Para llevar a cabo la produccion de anticuerpos se realizaron zimogramas en geles de

poliacrilamida, en los que se cargaron 300ug de proteina por carril, a partir de los cuales se
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corto la banda de interés en 5 carriles y se homogeneiz6 en 1 mL de agua inyectable marca
PISA. Con dicho homogenado se inmunizaron, via intramuscular, 2 conejos machos, de
raza neozelandesa, de dos meses de edad. Previo a las inmunizaciones, se colectd suero
preinmune. En el caso de la primera inmunizacion se agregaron a la solucién 500 uL de
adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) y en las siguientes adyuvante incompleto
(Sigma-Aldrich). Se realiz6 una inmunizacion cada 15 dias, para un total de 5 y, 15 dias
posteriores a la Gltima, se realiz6 el sangrado total de los conejos, el sangrado de ambos
conejos se manejé como una sola muestra y se le separd el coagulo por centrifugacion, se
purificd la fraccion de inmunoglobulinas G mediante una columna HiTrap rProtein A FF
(GE Healthcare). La muestra se diluyé en amortiguador fosfato de sodio 20 mM a pH 7 en
una relacion 1:3 de muestra: regulador, se centrifugd a 4300 xg y se aplico a la columna,
previamente lavada y equilibrada con amortiguador de union. Se lavo la columna con
amortiguador de union hasta que la absorbancia a 280 nm en el efluente fue de cero,
después se eluyd con citrato de sodio 0.1 M a pH 3, colectando fracciones de 1 mL y

midiendo la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Beckman DU-650.
Ensayos de Inmunodeteccion

La transferencia y deteccién tipo Western es un método para la localizaciéon de antigenos
inmovilizados sobre una membrana, conjugados directa o indirectamente con anticuerpos
acoplados a peroxidasa (Towbin et al., 1979). Las diferentes muestras separadas en geles de
poliacrilamida, tanto desnaturalizantes como en condiciones nativas, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, previamente equilibradas en regulador de transferencia por
30min, utilizando una camara de transferencia himeda (Mighty Small transphor, Hoeffer
TE22; Pharmacia Biotech, San Francisco, CA) durante 1 h en frio con un voltaje constante
de 100 V. Finalizada la transferencia, se cortd la seccion de membrana a la cual se
transfirieron los marcadores de peso molecular, en el caso de condiciones desnaturalizantes,
y el resto de la membrana se blogue6 con leche semidescremada (Svelty) al 0.5% en TBS-
Tween al 0.1% pH 7.4, durante 1 h con agitacién suave y constante. Posteriormente se
incubd con el primer anticuerpo a la dilucién indicada para cada caso, durante 1 h o toda la

noche para muestras con baja cantidad de proteina a temperatura ambiente, con agitacion



suave y constante. La incubacién con el segundo anticuerpo policlonal (IgG cabra anti-
conejo, Biosource, Camarillo, CA, USA) acoplado a peroxidasa, se realizd en una dilucién
1:5000 en regulador TBS (50 mM Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NacCl), se incub6 por 1h a
temperatura ambiente, en agitacion suave y constante. Entre cada aplicacion de anticuerpos
se realizaron lavados de la membrana con TBS-Tween 20. La deteccion se revel0 mediante
la inmersion de la membrana en una solucion de 15 mg de 3,3’-diaminobencidina y 170uL
de H,O; al 0.001% en 50 mL de Tris-HCI 50 mM, a pH 7.4, en oscuridad con agitacion
suave y constante. Una vez observada la coloracion café-rojiza de la inmunorreaccion, la

membrana se lavo con agua destilada.
Gradientes isopicnicos de sacarosa

Los extractos utilizados para determinar la distribucion de la enzima en gradientes
discontinuos de sacarosa se obtuvieron mediante congelacion de las células con nitrégeno
liquido y rompimiento en mortero, el homogenado obtenido se resuspendié en una solucion
de sacarosa al 5% (w/w) conteniendo PMSF 1 mM disuelto en DMSO, como inhibidor de
proteasas. La suspension anterior se aplicd a un gradiente continuo de sacarosa del 10 al
60% (w/w), el cual fue preparado haciendo uso de un formador de gradientes (Hoefer™
SG30 Gradient Makers, Massachusetts USA), las soluciones iniciales de sacarosa al 10 y
60% fueron calibradas determinando su densidad mediante el indice de refraccion. El tubo
con la muestra en el gradiente formado se sell6 con calor y se centrifug6 en un rotor VTi
50, a 223,500 x g durante 6 h, a 4 °C. Se obtuvieron fracciones de 1 mL y a cada fraccion
se le determind las actividades: peroxidasa y ndd. También se determind la concentracion

de proteina y el indice de refraccion.



RESULTADOS Y DISCUSION

Almacenamiento de HPAs en células completas

Bajo la premisa de que los HPAs son transportados al interior de la célula para su
degradacion, se realizaron cultivos de la cepa YR-1 en presencia de algunos HPAs a fin de
observar si se almacenan dichos compuestos. Aprovechando la propiedad de que los
compuestos aromaticos son fluorescentes cuando son expuestos a luz UV (Schwarz and
Wasik, 1976), se observo el hongo mediante microscopia de fluorescencia con el fin de
localizar los hidrocarburos. Inicialmente se probd con cultivos crecidos en presencia de
naftaleno y fenantreno (Figuras 8 y 9); se observo que a concentraciones de 0.3% m/v de
fenantreno, habia saturacion del hidrocarburo, lo que complicaba la observacién de la
fluorescencia en el hongo; por eso se probaron concentraciones de 0.03 y 0.003% tanto para
el fenantreno como para el naftaleno; en ambos casos se observé fluorescencia dentro del
micelio y en zonas cercanas a la membrana plasmaética, asi como algunas estructuras
esféricas en donde la intensidad de la fluorescencia era mayor (Figura 8, flecha). En un
cultivo de 8 dias en fenantreno la fluorescencia se abati6 casi por completo, lo que sugiere
que en ese tiempo la mayoria del HPA ha sido degradado, lo cual coincide con lo reportado
por Gonzalez (2013) quien a los 10 dias encontr6 una elevada degradacion del

hidrocarburo.

Como controles se incluyeron el hongo crecido en glucosa como fuente de carbono y el
hongo muerto por calor e incubado en MMSP con fenantreno (Figura 8), encontrando
fluorescencia en estas muestras, para descartar que la fluorescencia observada en los
cultivos de naftaleno y fenantreno no proviene del propio hongo, se tomaron en cuenta
todas las condiciones probadas y se cuantificd la intensidad de fluorescencia en cada
condicion. Posteriormente, se realizd una prueba de normalidad para cada conjunto de
datos, ninguno de ellos se ajusté a una distribucion normal por lo cual los datos se
compararon mediante una prueba de hipotesis usando la prueba U de Mann-Whitney, ya
que es una prueba para conjuntos de datos independientes no paramétricos. Para una mejor
visualizacion de la distribucion se hizo un grafico de “caja y bigotes” usando los valores

numéricos de fluorescencia (Figura 10). El analisis estadistico se realiz6 con la



colaboracion de la doctora en estadistica Boryana Lopez Kolkovska del Warwick

Manufacturing Group, University of Warwick Coventry, UK.

Los valores de p con un valor de significancia <0.05 entre cada conjunto de datos
estuvieron en un intervalo de 0 a 4.17x10™* por lo que se establece que los valores de
fluorescencia, para cada conjunto de datos, son diferentes entre si. Ordenandolos en funcién
de los valores de la mediana, la mayor fluorescencia se observé en los cultivos con
fenantreno con la concentracion maxima de 0.003%. En los cultivos con naftaleno, la
fluorescencia no fue mayor a la observada cuando se crece el hongo en glucosa por lo que

no se puede asegurar que sea producto del hidrocarburo.

Aunque se observé una mayor fluorescencia en los cultivos con fenantreno, no se logré
distinguir el HPAs en vesiculas bien definidas como en otros trabajos realizados con
Pythium ultimum y Fusarium solani (Verdin et al., 2005; Furuno et al., 2012; Fayeulle et
al., 2014). A diferencia de los datos reportados en esos trabajos, que fueron obtenidos
mediante microscopia de excitacion de dos fotones (Furuno et al., 2012) o a una longitud
de excitacion de 345nm (Verdin et al., 2005; Furuno et al., 2012; Fayeulle et al., 2014), las
imagenes aqui mostradas se obtuvieron por microscopia de fluorescencia a una longitud de
excitacion de 405nm. No obstante, los resultados obtenidos sugieren la incorporacion de

fenantreno al interior celular y la degradacion del mismo.

Posteriormente, para observar si empleando un compuesto policiclico con mayor nimero de
anillos se podia obtener una sefial méas definida de la localizacion de este dentro de la
célula, se realizaron cultivos de la cepa YR-1 en presencia de pireno, el cual es un
compuesto formado por cuatro anillos de benceno. La fluorescencia que present6 el pireno
fue mucho mayor que la observada con el fenantreno. Y, debido a que el fenantreno tiene
una solubilidad 1100 veces mayor al pireno, es frecuente encontrar el fenantreno adsorbido
a membranas internas ya que, aunque poca, se ha observado difusion de este Gltimo
compuesto al interior celular (Fayeulle et al., 2013). Por tal motivo no se incluyeron las

observaciones realizadas con pireno en el analisis estadistico.
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Figura 8. Microscopia de fluorescencia del micelio de la cepa YR-1 cuando se crece en
presencia de fenantreno. EIl hongo fue crecido en MMSP con fenantreno como fuente de
carbono: la concentracion usada y el tiempo de incubacion se indican del lado izquierdo. Las
condiciones bajo las que se tomaron las imagenes se describen en Metodologia. En la imagen

superior izquierda se muestra la barra de escala que se usé para todas las imagenes.




Glucosa 1% Naftaleno 0.003% Naftaleno 0.03%

Muerto e incubado en

24h 24h 24h

Fenantreno 24h

Campo claro Fluorescencia Empalme

7 i
e e A

Figura 9. Microscopia de fluorescencia del micelio de la cepa YR-1 cuando se crece en presencia
de naftaleno y de los controles. EI hongo fue crecido en MMSP vy la fuente de carbono que se
indica del lado izquierdo, asi mismo, se sefiala la concentracion usada y el tiempo de incubacion.

En la imagen superior izquierda se muestra la barra de escala que se usé para todas las imagenes.
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Figura 10. Grafico de caja y bigotes para representar los valores de fluorescencia de la cepa
YR-1 cultivada en distintas condiciones. Para cada conjunto de datos, la linea dentro de la caja
y resaltada en negro representa el valor de la mediana. El orden de los conjuntos en funcién del
valor de la mediana es como sigue, la mediana se denota entre paréntesis: FEN 0.003% (126) >
FEN 0.3% (84) > FEN 0.03% (53) > GLU 1% (34) > NAF 0.03% (29) > Muerto+Fen (25) >
NAF 0.003% (22) > FEN 8 dias(9).

Al usar el pireno si se observo una localizacion intracelular mas precisa de la fluorescencia
en comparacion con los HPAs de dos y tres anillos, la localizacion se encontré en cimulos
circulares que podrian ser vesiculas almacenadoras de HPAs o acumulaciones de probables
vesiculas. En la Figura 11 se puede observar la distribucién del hidrocarburo; aunque con
las tres concentraciones probadas se ve una mayor intensidad en la zona cercana a la pared,
a concentraciones de 0.03 y 0.3% se aprecian cumulos bien definidos en los que se detecta
una alta fluorescencia, lo que sugiere la existencia de sitios de almacenaje 0 procesamiento
de HPAs, en la cepa YR-1.

Ademas de la observacion de fluorescencia en células crecidas en presencia de distintos
HPAs, se realizaron observaciones de células a distinta profundidad de corte en las que se
puede observar que en el interior de la célula es mayor la fluorescencia que cuando las
observaciones se realizan en un plano mas alejado, y se localiza en sitios delimitados. Lo

anterior sugiere que los HPAs se encuentran dentro de la célula y no en la periferia.
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Figura 11. Microscopia de fluorescencia del micelio de la cepa YR-1 cuando se crece en
presencia de pireno. El hongo fue crecido en MMSP con pireno como fuente de carbono, la
concentracion usada y el tiempo de incubacion se indican del lado izquierdo. Las condiciones
bajo las que se tomaron las iméagenes se describen en Metodologia. En la imagen superior

izquierda se muestra la barra de escala que se usé para todas las imagenes.
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Figura 12. Microscopia de fluorescencia, en tres distintas profundidades, del micelio de la cepa
YR-1 cuando se crece en presencia de pireno al 0.3% durante 24h. Las condiciones bajo las que
se tomaron las imagenes se describen en Metodologia. En la imagen superior central se muestra

la barra de escala que se usé para todas las imagenes.

Caracterizacion de la actividad cis-DD por zimogramas

Para corroborar que la cepa YR-1 de M. circinelloides posee una maquinaria enzimatica
que le permite degradar los HPAs, se continué con el estudio de la actividad DD.
Anteriormente, dentro del grupo de trabajo, se habian realizado estudios preliminares de la
enzima PDD1 para establecer las condiciones dptimas para medir la actividad de la misma,
tanto en zimogramas como por ensayos espectrofotométricos (Cortés, 2012; Gonzélez,
2013). Sin embargo, todos estos analisis se realizaron empleando (1R,2S)-trans-1,2-
dihidro-1,2-naftalendiol como sustrato para la enzima y no se contaban con datos acerca del



sustrato (1R,2S)-cis-1,2-dihidro-1,2-naftalendiol; por esto los primeros experimentos de
este trabajo estuvieron enfocados en estandarizar la deteccion de la actividad enzimética
con dicho sustrato. La primera aproximacion fue el uso de zimogramas, ya que es una
herramienta sencilla que permite obtener una gran cantidad de informacion de las enzimas
presentes en una muestra, sin la necesidad de purificar a homogenidad (Camacho et al.,
2012). Es importante sefialar que, aunque las actividades son medidas con dioles de

naftaleno, las enzimas son inducidas con fuentes de carbono que pueden ser distintas al
naftaleno.
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Figura 13. Enzimas con actividad cis-ndd inducidas por la presencia de tres distintas fuentes de

carbono. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6%, con 300 pg de proteina en cada
carril. Los extractos libres de células se obtuvieron de cultivos de 48h en MMSP con las
fuentes de carbono que se indican: 1-glucosa, 2-fenantreno, 3-naftaleno. Se sefiala con una
flecha la actividad correspondiente a la enzima PDD1. En cada caso se muestra el zimograma y

el patron de bandeo con azul de coomassie.

Camacho et al. (2012) reportaron que la actividad de la enzima PDD1 solo se observa
cuando la cepa YR-1 es crecida en fenantreno como fuente carbono; sin embargo, no se
abordd si al usar el sustrato cis podia identificarse la actividad; por esto, se realizd un
zimograma empleando extractos libres de células provenientes de cultivos crecidos en
glucosa al 1%, fenantreno o naftaleno al 0.3%, de modo que pudiese corroborarse la
actividad diferencial de la enzima y si era capaz de utilizar el sustrato mencionado. En la
Figura 13 se observa en el extracto proveniente de células crecidas con fenantreno como
fuente de carbono, un electromorfo de actividad correspondiente con la enzima PDD1, que
presenta un corrimiento electroforético distinto de las DD presentes en los extractos de

glucosa y naftaleno, lo cual corrobora la induccion de la enzima por el fenantreno.
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Para comparar la actividad de la enzima con ambos sustratos, se revel6 en zimograma, la
actividad PDD1 empleando tanto el sustrato cis como el trans-naftalendiol. En la Figura 14
se muestran los resultados obtenidos para este analisis, asi como los controles empleados y
el perfil de proteinas tefiido con azul de Coomassie. Con el extracto desnaturalizado
(carriles 1y 3) no se observd actividad, al igual que en donde no se afiadié ninguno de los

dos sustratos, pero si el cofactor (carril 5).

En los carriles 2 y 4 revelados con el sustrato trans y cis, respectivamente, se observan tres
electromorfos de actividad en ambos casos. Sin embargo, es notorio que cuando se emplea
el sustrato cis, la banda de actividad correspondiente a la enzima PDD1 es mas intensa que

con el sustrato trans, lo cual es indicativo de una mayor actividad.

Condiciones de revelado

Sustrato trans- Sustrato cis-naftalendiol Con
naftalendiol y NADP*  y NADP* como cofactor ~ NADP*y Azul de coomassie
como cofactor sin sustrato
1 2 3 4 5 6 7
Mr
0.26

ED SD ED SD SD ED SD
Figura 14. Zimograma de las actividades cis- y trans- ndd de las enzimas PDD presentes en
extractos libres de células de la cepa YR-1 crecida en MMSP con fenantreno al 0.3% como
fuente de carbono. Se realiz6 el anélisis en un gel de poliacrilamida al 6%, se colocaron 300 pg
de proteina en los carriles para evaluar la actividad enzimatica por zimogramas y 200 pg en el
tefiido con coomassie. Para los controles negativos el extracto se sometio a ebulliciéon durante
10 min para desnaturalizar las proteinas; ED - extracto desnaturalizado, SD - sin

desnaturalizar.
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Figura 15. Efecto del pH sobre la deteccion de la actividad cis- ndd de las enzimas PDD
presentes en extractos libres de células de la cepa YR-1 crecida en MMSP con fenantreno al
0.3% como fuente de carbono. Se realizd el andlisis en un gel de poliacrilamida al 6% y se

colocaron 300 pg de proteina en cada carril.
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la deteccion de la actividad cis- ndd de las PDD
presentes en extractos libres de células de la cepa YR-1 crecida en MMSP con fenantreno al
0.3% como fuente de carbono. Se realiz6 el andlisis en un gel de poliacrilamida al 6% y se

colocaron 300 pg de proteina en cada carril.

También se realiz6 la determinacion del efecto del pH y temperatura sobre la actividad de
las PDD cuando se emplea el sustrato cis. De manera cualitativa, se observd una mejor
deteccion de la actividad a pH alcalino (Figura 15) y a 37°C (Figura 16), tanto para la
PDD1 como para las otras dos deshidrogenasas detectadas en los ensayos. Estos resultados



coinciden con lo observado por Cortés (2012) y Gonzalez (2013) que encontraron una
mayor actividad de la enzima PDD1 a una temperatura de 37°C y a pH por encima de 8.0

cuando se usa el sustrato trans.

Determinacion del punto isoeléctrico

Empleando geles comerciales (Bio-Rad) se calcul6 el pl de la enzima (Figura 17). A partir
de purificados parciales de la enzima PDD1 obtenidos mediante elucion por centrifugacion,
se determind un valor de pl de 8.0 para la enzima. Anteriormente, en el analisis in silico
realizado por Cortés (2012) se estimaron valores de 5.61 y 6.02 para dos posibles
secuencias génicas candidatas de la enzima PDD1, identificadas como
jgi|Mucci2|148979]e_gw1.08.809.1 y jgi|Mucci2|83367|Muccil.fgeneshMC_pg.6_# 3009.
Sin embargo, el valor experimental obtenido no coincide con ninguno de los dos valores
teoricos reportados; esto podria deberse a que existen modificaciones postraduccionales en
la enzima que modifican dicha caracteristica o a que la actividad PDD1 no corresponde con

las secuencias halladas en el andlisis in silico.

— Marcadores de pl —
80— <= PDD1 pl 8.0
Tl 787 .
707"
| ||
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Figura 17. Determinacion de punto isoeléctrico de la enzima PDD1. Se empled un gel
preformado Ready Gel® IEF con capacidad de resolucion de pH de 3 a 10. Carril A, banda
cortada para eluir la muestra sometida a isoelectroenfoque. Carril B, marcadores de pl con
sus respectivos valores. Carril C enzima PDD1 obtenida por elucion. Se usaron marcadores

pretefiidos y la banda de la enzima PDD1 fue tefiida con plata.



Determinacion de glicosilacion de la enzima PDD1

Parte importante del estudio de wuna enzima es conocer las modificaciones
postraduccionales a las que esta sujeta, ya que algunas de ellas tienen un papel fundamental
en la regulacion de la actividad, localizacion e interaccion con otras moléculas. Como un
primer enfoque, se analizo la glicosilacion de las proteinas presentes en extractos libres de
células cultivadas en fenantreno. Una particularidad de las proteinas altamente glicosiladas
es que no se tifien con azul de Coomassie (Osset, 1989; Fernandez y Martinez, 2000) lo
cual puede observarse en los controles positivo y negativo (Figura 18 carriles 4 a 7), en
donde la peroxidasa altamente glicosilada se tifio con el acido peryddico de Schiff pero no
con Coomassie, mientras que para la hemoglobina, que no esta glicosilada, se observa lo
contrario. La banda correspondiente a la enzima PDD1 se tifie con ambas técnicas (Figura
18, carriles 2 y 3) sugiriendo gue se encuentra glicosilada, aunque en menor cantidad que la
peroxidasa. Sin embargo, ya que no se tiene la certeza de una proteina Unica en la banda de
actividad, podrian encontrarse otras proteinas que influyen en la tincién, ya sea uniendo el

Coomassie o la base de Schiff.
1 2 3 4 5 6 7

=R
PDD1 ——
Mr 0.3 a

lo—|
Figura 18. Proteinas glicosiladas presentes en el extracto libre de células cultivadas en

fenantreno. El anlisis electroforético se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 10%. Carriles 1
a 3, extracto libre de células crecidas en fenantreno como fuente de carbono; 1, zimograma de
deteccion de actividad enzimatica cis — ndd; 2, patron de la tincion con azul de coomassie; 3,
tincién de glicoproteinas. Carriles 4 y 5, peroxidasa como control positivo de la tincién; 4
patron de tincion con azul de coomassie; 5, tincion de glicoproteinas con acido periddico-
Schiff. Carriles 6 y 7, hemoglobina como control negativo de la tincién de glicoproteinas; 6,
patrén de bandeo tefiido con coomassie; 7, tincidn de glicoproteinas. Las glicoproteinas fueron

teflidas por el método del acido periédico — Schiff.



También puede observarse que hay més proteinas glicosiladas presentes en el extracto libre
de células, y aparentemente la enzima PDD2 es una de ellas, aunque en el zimograma

(Figura 18, carril 1) no es muy clara la posicién de ésta.

Purificacion parcial de la actividad PDD1 y calculo de constantes de unién de
sustrato y cofactor por la enzima PDD1

Un aspecto importante en el estudio de las reacciones quimicas que ocurren en las células
es conocer las interacciones que ocurren entre las moléculas, en este sentido, para estudiar
cémo la enzima PDDL1 interactGa con los sustratos es posible plantear la reaccion que se

Ileva a cabo de la siguiente manera:

naftalendiol + NADP* = Dihidroxinaftaleno + NADPH*
En esta reaccion se tienen dos sustratos que son transformados en dos productos.. Sin
embargo, se ha definido un cofactor como una molécula no proteica necesaria para que se
lleve a cabo la catélisis, la cual puede actuar tanto como acarreador como co-sustrato
(Hashim y Adnan, 1994), lo cual se ajusta al comportamiento del NADP+ en la reaccion,

por lo que, en adelante hara referencia al NADP* como cofactor.

Este tipo de reaccion ha sido reportado en general para todas las aldo-ceto reductasas
(Penning, 2015); ademas, varias enzimas de este grupo son capaces de emplear distintos
sustratos, por lo que se realiz la determinacién de las constantes de unién de los sustratos

cis y trans a la enzima PDD1.

Para el estudio de la unién de las moléculas participes en una reaccién existen varios
métodos (Tabla 3), los de investigacion de equilibrio maltiple pueden dar informacion
acerca de la union del complejo enzima-sustrato; sin embargo, en el estudio de cinética
enzimatica la reaccion debe monitorearse con métodos que permitan su seguimiento a lo
largo de un periodo de tiempo, como los son los métodos electroquimicos, calorimétricos y
espectroscopicos (Bisswanger, 2008). En este trabajo se us6 un método basado en el
espectro de absorcion del NADP, ya que para realizar estudios de cinética enzimatica es

necesario contar con el monitoreo constante de la velocidad con que ocurre la reaccion



(Bisswanger, 2008) y dicho método mide la reduccion de NADP debida a la catalisis
realizada por la enzima, lo que permite monitorear al tiempo que ocurre la reaccién, el

proceso catalitico.

Meétodos para investigacion | Métodos Métodos Métodos espectroscopicos
de Equilibrio Mltiple electroquimicos calorimétricos
Dialisis de equilibrio Electrodo de oxigeno Calorimetria Espectro de absorcion
Ultrafiltracion Electrodo de CO, Bioluminiscencia
Filtracion en gel Potencial redox Fluorescencia
Ultracentrifugacion Polarografia Dicroismo circular y dispersion
Resonancia de plasmones Optica rotatoria
de superficie IR y Raman
Resonancia paramagnética
electronica

Tabla 3. Técnicas de para el estudio de equilibrio mdltiple y cinética enzimatica (Bisswanger,
2008).

Usando un purificado parcial obtenido mediante elucion por centrifugacion a partir de un
gel de poliacrilamida, se realiz6 la medicion de actividad ndd como se describe en la
seccion de metodologia. La pureza de la enzima se corrobordé mediante SDS-PAGE tefiido
por plata (Figura 19); se observo la presencia de una Unica banda de 57 kDa, lo cual sugeria
que habia una proteina unica en el purificado; sin embargo, no se realizaron mas

experimentos para corroborarlo.

PM (kDa) 1 2 Figura 19. SDS-PAGE de la enzima
148 PDD1 purificada a partir de geles al 6%

sin tefiir. El gel se elabor6 a una

98 concentracion de 10% de acrilamida.

64 57kDa il 1, marcadores de peso molecular,

50 - el peso de cada uno de ellos se sefiala

del lado izquierdo; se emplearon

36 - marcadores pre-tefiidos. Carril 2, Banda

teflida con plata, del lado derecho se

e sefiala el peso molecular calculado.




Sustrato Km  Vmax R?promedio
(1R,2S)-cis- 1,2-dihidro-1,2 naftalendiol 0.94
14.88 542
0-25mM
(1R,2S)-trans- 1,2-dihidro-1,2 naftalendiol 0.97
5.42 5.77
0-21mM

Tabla 4. Valores calculados para las constantes de unién de los sustratos cis y

trans. Km (mM); Vmax (mmol-min*mg™ de proteina).

Vmax 5,77

Velocidad de la reaccion

0 ¢+ . Km Sﬂ‘; 5
0 5 10 15 20 25
[trans-naftalendiol]

Figura 20. Representacion no lineal y lineal de la union al sustrato
trans. Los puntos en las graficas corresponden a valores promedio
representativos, provenientes de al menos cuatro series de datos
generadas con distintas muestras. Los valores corresponden a la
velocidad de reaccion de la enzima medida en espectrofotometro
por el método descrito por Bergmeyer (1970), se usaron
purificados parciales de la enzima PDD1 obtenidos mediante
elucién por centrifugacion; la concentracion del sustrato fue
variable, de 0 a 21.0 mM, y en cada ensayo se empled una
concentracion a saturacion de NADP* (50mM). Las unidades de
velocidad de reaccién son mmol'min*mg™ de proteina y mM
para la concentracion de sustrato. A- Representacién directa; B-
Modelo de Hanes; C- Modelo de Eadie Hofstee; D- Modelo
Lineweaver-burk. En la grafica A: o [NADP] constante y [trans-
naftalendiol] variable, x Sin NADP, o Sin trans-naftalendiol.
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Para ambos sutratos, al graficar los valores de velocidad de reaccion contra los valores de

concentracion de sustrato, se observo que describian una funcién hiperbdlica, es decir se

ajustan al modelo Michaelis-Menten. En la Figura 20 se ejemplica el analisis realizado para




el célculo de las constantes de unién al sustrato trans; y, aunque solo se muestra la
representacion no lineal (Figura 21), se siguié el mismo procedimiento para los datos de
actividad con el sustrato cis. En la Tabla 4, se observa que se lleva a cabo la oxidacion de
ambos sustratos con una velocidad similar. Lo anterior contradice lo reportado en la
literatura ya que se ha establecido que las DD eucariotas Unicamente pueden catalizar la
conversion de dioles trans (Reiner, 1972; Rogers et al., 1977; Patel y Gibson, 1976; Nagao
et al., 1988; Cerniglia, 1997) y en estos resultados se determind que hay actividad ndd con
ambos sustratos, aunque a diferencia de lo que sugerian los zimogramas, aparentemente con

mayor afinidad por el sustrato trans.

Velocidad de la reaccion

Km 14,88

10

20

[cis-naftalendiol]

30

Vmax 5,42

40

Figura 21. Representacion no lineal de la unién al
sustrato cis-naftalendiol. Los puntos correspon-
den a valores promedio representativos, de al
menos cuatro series de datos generadas con
distintas muestras. Los valores corresponden a la
velocidad de reaccion de la enzima medida en
espectrofotometro por el método descrito por
Bergmeyer (1970), se usaron purificados
parciales de la enzima PDD1 obtenidos mediante
elucién por centrifugacion; la concentracion del
sustrato fue variable, de 0 a 30 mM, y en cada
ensayo se empled una concentracion a saturacién
de NADP" (50mM). Las unidades de velocidad
de reaccién son mmol'-min*-mg™ de proteina y
mM para la concentracion de sustrato. © [NADP]
constante y [trans-naftalendiol] variable, x Sin
NADP, o Sin trans-naftalendiol.

Constantes de union de la enzima PDD1 a su cofactor NADP™

Continuando con el estudio cinético, se calcularon las constantes de union del cofactor a la
enzima, obteniendo asi valores de unién para el NADP" cuando se usa el sustrato cis 6 el
trans. Al igual que para el calculo de las constantes de unién del sustrato, se usaron
muestras de la enzima, purificada mediante elucion por centrifugacion para realizar la
medicion de acitividad ndd. Tanto con el uso de sustrato cis como trans, al graficar los
valores de velocidad de la reaccion, se observo una grafica logaritmica (Figuras 22 y 23A)
lo que indica un efecto cooperativo en el sistema, esto implica que la unién de una

molécula de NADP™ aumenta la velocidad con que se unen las siguientes moléculas de



mismo cofactor a la enzima (Bisswanger, 2008). En este tipo de cinética no es posible
obtener las constantes de union mediante modelos lineales, para estos casos se emplean
modelos como el descrito por la ecuacion de Hill (1910) mediante el cual es posible obtener
una constante de cooperatividad que permite obtener informacion acerca de la estructura y
funcién de la enzima, y dado que la afinidad de la enzima por el sustrato cambia con
relacion al grado de saturacion de la misma, la Km obtenida se denomina como K aparente

0 Kapp (Bisswanger, 2008).

Para el calculo de las constantes para el NADP®, se empleé el software GraphPad Prism;
sin embargo, el valor generado por dicho programa para la Vmax se encontraba por debajo
de la velocidad maxima observada. Para tener una mejor estimacion de la constante, se
realizd una transformacion de los datos, de una funcién logaritmica a una hiperbdlica y se

procedio a realizar el calculo de la Kapp y Vmax mediante los modelos lineales.

Figura 22. Representacion de los datos de union

4 al NADP+ cuando se emplea sustrato trans. Los
puntos de las graficas corresponden a valores

35 Vmax 3,51 promedio representativos, provenientes de al
3 menos cuatro series de datos generadas con

distintas muestras, cada uno corresponde a la
velocidad de reaccion experimental promedio de
la enzima medida espectrofotométricamente por
el método descrito por Bergmeyer (1970), se
usaron purificados parciales de la enzima PDD1
obtenidos mediante elucién por centrifugacion;
la concentracion NADP* fue de 0 a 60.0 mM, en
cada ensayo se empled una concentracion de
sustrato trans 19 mM. Las unidades de
velocidad de reaccion son mmol'min*mg™ de
proteina y mM para la concentracion de sustrato.
o [NADP] variable y [trans-naftalendiol]
variable, x Sin NADP, o Sin trans-naftalendiol.

Velocidad de la reaccidn

80

Se observa que los valores de las constantes son muy distintos segun el sustrato empleado
(Tabla 5), y que cuando la enzima emplea el sustrato cis muestra una mayor afinidad por el
cofactor, ademéas de alcanzar una velocidad de reaccion mayor que cuando cataliza la
conversion del sustrato trans; esto no es contradictorio respecto a los resultados de la Tabla
4, ya que los valores mostrados anteriormente representan la afinidad de la enzima por los

sustratos, mientras que los de la Tabla 5 son referentes al cofactor.
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Figura 23. Representacién de los datos de union al NADP+ cuando se emplea sustrato cis.
Los puntos de las gréaficas corresponden a valores promedio representativos, provenientes de
al menos cuatro series de datos generadas con distintas muestras, cada uno corresponde a la
velocidad de reacciébn  experimental promedio de la enzima medida
espectrofotométricamente por el método descrito por Bergmeyer (1970), se usaron
purificados parciales de la enzima PDD1 obtenidos mediante elucién por centrifugacion; la
concentracion NADP™ fue de 0 a 60.0 mM aunque solo se muestra hasta 40, en cada ensayo
se empled una concentracion de sustrato cis 19 mM. Las unidades de velocidad de reaccion
son mmol-min™mg™ de proteina y mM para la concentracion de sustrato. A- Representacion
directa; B- Modelo de Hill; C- ajuste de los datos; D- Modelo Lineweaver-burk; E- Modelo
de Eadie Hofstee; F- Modelo de Hanes. o [NADP] variable y [cis-naftalendiol] constante, x
Sin NADP, o Sin trans-naftalendiol.

Una explicacion a porqué el cofactor presenta mayor afinidad cuando se lleva a cabo la
catalisis con el sustrato cis podria ser que este sustrato favorezca la unién del NADP™ aun
cuando la afinidad de la enzima por el sustrato sea menor; aungue esto no se ha reportado
en la literatura, podria ser factible si la estructura cis es estéricamente mas afin al sitio de
unidn del dihidrodiol. Ese hecho explicaria por qué en los zimogramas la actividad es mas
intensa, ya que al ser mayor la afinidad de la enzima por su cofactor, el tiempo de reaccion
disminuiria permitiendo la acumulacién de formazan antes de que los reactivos comiencen
a degradarse. Sin embargo, no debe descartarse que estos datos hayan sido subestimados
debido a que la cantidad de enzima pura obtenida tenia una concentracion por debajo de 0.5
mg/mL en todos los eluidos obtenidos y solo se lograban recuperar un maximo de 500 plL.
Por ello el nimero de ensayos fue limitado, y al no haberse corroborado la pureza de la

enzima cabe la posibilidad de que haya interacciones con otras proteinas presentes en la



mezcla, por parte de los sustratos o de la enzima PDD1. Sin embargo, aun cuando los
valores de afinidad y velocidad de reaccidn aqui reportados pudieran verse afectados por la
falta de homogeneidad de la enzima, el analisis que se realizd permite estimar un modelo de
comportamiento de un sistema cooperativo, por lo que se continué con el analisis de los

datos en este sentido.

Cofactor  Sustrato Kapp Vmax H R? promedio
NADP* ‘ Cis ‘ 12.74 ‘ 6.30 ‘ 2.97 ‘ 0.92
0-50mM  Trans ‘ 23.55 ‘ 3.51 ‘ 3.15 ‘ 0.94

Tabla 5. Valores calculados para las constantes de union del NADP*, cuando se

usan los dos distintos sustratos, cis y trans. Kapp (mM); Vmax (mmol-min™-mg™

de proteina).

Otro dato importante que se puede obtener de cinéticas logaritmicas es el nimero de Hill
(H), mediante el cual se puede realizar una estimacion del grado de cooperatividad y el
namero de sitios predichos de unién en la enzima para su sustrato (Bisswanger, 2008).
Independientemente del sustrato usado, el valor calculado para esta constante fue de
aproximadamente 3 (Tabla 5), suponiendo que la reaccion no esté influenciada por otras
proteinas presentes en la mezcla de reaccion, dicho valor indicaria que el nimero minimo
de sitios de union para el NADP™ es de 3. Por otra parte, el indice de cooperatividad esta
dado por la expresion:
Ry = V81
para H=3 se obtuvo Rs= 4.3.

Teniendo en cuenta que valores de R mayores a 81 indican cooperatividad negativa y
valores menores cooperatividad positiva (Dixon, 1979; Bisswanger, 2008), el modelo de
sistema descrito presentaria una alta cooperatividad positiva de tipo homotrépico por parte

del NADP?, ya que dicha molécula modifica la afinidad de la enzima por el mismo NADP".

Un punto que no debe perderse de vista es el hecho de que los valores de Kapp obtenidos
son un valor de la afinidad de la enzima por el sustrato descrita solo en la zona lineal de la

gréfica (Figura 23B) ya que las porciones anterior y posterior describen el comportamiento



cuando la enzima se encuentra en sus estructuras de menor y mayor afinidad por el
cofactor, las cuales han sido denominadas T y R, respectivamente (Bisswanger, 2008). Del
andlisis del gréfico anterior, se obtuvieron los valores de Kapp para las estructuras T y R,
los cuales se muestran en la Tabla 6. Se observa que, al igual que los valores mostrados en
la Tabla 5, hubo una mayor afinidad de la enzima por el NADP* cuando se afiadio el
sustrato cis que con el trans. Y en ambos casos la afinidad se incrementa cuando la enzima
se encuentra en la estructura R, lo cual es un comportamiento esperado en un sistema

cooperativo.

Kapp
Sustrato | T (menor afinidad) ‘ R (mayor afinidad)
Cis 66.41 ‘ 8.48

Trans 50.82 ‘ 16.46
Tabla 6. Valores de Kapp del NADP" para las estructuras T y R cuando se usan los sustratos,

cis y trans. Kapp (mM).

Determinacion del mecanismo de reaccion

El conocer las constantes de union, permite comprender como ocurren las reacciones
metabdlicas. Sin embargo, para conocer los detalles de como ocurre la reaccién, es

necesario determinar el mecanismo de reaccion de la enzima.

Como se menciond en la seccion anterior, la reaccion que cataliza la enzima PDD1
involucra la transformacién de dos sustratos y la liberacion de dos productos, por lo que es
denominada reaccién bi-bi (Bisswanger, 2008). Este mecanismo de reaccién es llevado a
cabo por todas las aldo ceto reductasas (Penning, 2015). Sin embargo, no se sabe si dicho
mecanismo es secuencial o ping-pong, y en caso de ser secuencial, si se lleva a cabo de
forma ordenada o al azar. EI mecanismo de reaccién completo solo ha sido determinado
para dos enzimas de este grupo concluyendo que presentan uno de tipo bi bi secuencial
ordenado (Cooper et al., 2007; Penning, 2015). En general, para las deshidrogenasas
frecuentemente se observa un mecanismo secuencial ordenado, aunque en una alcohol

deshidrogenasa se reportd de tipo Theorell Chance en el que, aunque es secuencial, el



complejo central es descompuesto tan rapidamente que su concentracion es indistinguible

(Fersht, 1980; Bisswanger, 2008).

& 0mM Dihydroxynaphthalene

6mM Dihydroxynaphthalene

f A 9mM Dihydroxynaphthalene
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Figura 24. Representacion grafica de la inhibicion por producto final.
Los puntos corresponden a valores promedio representativos, cada
uno corresponde a la velocidad de reaccion de la enzima medida
espectrofotométricamente por el método descrito por Bergmeyer
(1970). Para los ensayos enzimaticos se colocaron, en Tris-HCI:
PDD1 purificada mediante elucion por centrifugacion, NADP+ (50
mM), una cantidad variable de sustrato trans (de 0 a 25 mM) y
dihidroxinaftaleno (0, 6 0 9 mM) como producto final. Las unidades
de velocidad de reaccién son mmol'-min*mg™ de proteina y mM
para la concentracion de sustrato. A- Representacion directa; B-
Modelo Lineweaver-burk; C- Modelo de Eadie Hofstee; D- Modelo
de Hanes.
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[1,2 - dihidroxinaftaleno] (mM) | Vmax | Km R? promedio
0 577 | 542 0.97
6 4.763 | 9.142 0.93
9 2.939 | 19.171 0.96

Tabla 7. Valores calculados para las constantes de union del sustrato trans cuando se afiade

1,2-dihidroxinaftaleno como producto final. Km (mM); Vmax (mmol-min™mg™ de proteina)
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Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto de reaccion de la enzima PDD1. A, en ausencia
de ligandos la proteina existe en una conformacion T; B, al fijarse el primer NADP* se induce
un cambio conformacional en el sitio en que es fijado; C, el cambio conformacional es
transmitido a los sitios vecinos; D, el segundo y tercer NADP® son unidos con mayor
velocidad; E, los sitios cataliticos son llenados; F, se lleva a cabo la reaccion; G, los productos
son liberados en el mismo orden que fueron reclutados, se liberan los sitios de union y la
enzima permanece en estado R; H, la enzima continla la catlisis con velocidad maxima.
Sitio de unién de NADP™ en estado tenso. @ Sitio de union de NADP™ en estado relajado.
Sitio de union del dihidrodiol. © Sustrato 1 — NADP®*. ¥ Sustrato 2 — dihidronaftalendiol.
Producto 1 — NADPH + H*. " Producto 2 — Catecol.

Un método para estudiar los mecanismos multi-sustrato es mediante el analisis del efecto
inhibitorio de los productos sobre la velocidad de la reaccion y la afinidad de la enzima por

sus sustratos (Dixon, 1979; Bisswanger, 2008). Para esto, se realizé el estudio de inhibicién



&

de la enzima PDD1 empleando dihidroxinaftaleno como producto final y variando la
concentracion del sustrato trans, con una concentracion saturante de NADP* de 50 mM.
Como se observa en la Figura 24 y Tabla 7, tanto la velocidad de la reaccion como la
afinidad de la enzima por el sustrato disminuyen lo cual es caracteristico de una inhibicién
mixta (Dixon, 1979), lo cual también puede observarse en el andlisis grafico, lo que implica
que el producto final compite por el sitio de unién con el sustrato disminuyendo la Km y
también puede ejercer una regulacion alostérica sobre la enzima modificando la Vmax.
Dicho tipo de inhibicion es caracteristico de un mecanismo secuencial ordenado el cual

podria ser el modelo de la catalisis llevada a cabo por la enzima PDDL1.

Como se esquematiza en la Figura 25, de acuerdo con el nimero de Hill obtenido, se puede
partir de que la enzima posee al menos 3 sitios de union para el NADP®, en uno de los
cuales el NADP" inducira un cambio conformacional en el sitio donde se fije, dicho cambio
puede ser transmitido a las subunidades vecinas, favoreciendo la union de los siguientes
ligandos. Una vez alcanzada la estructura R, la reaccion se realizar a la maxima velocidad.
Este mecanismo descrito es compatible con el modelo KNF el cual supone que la
progresion de T a R ocurre de forma gradual y que cada subunidad cambia a medida que se
fijan los ligandos (Dixon, 1979; Fersht, 1980; Bisswanger, 2008).

Estimacion del peso molecular

Obtencidn de anticuerpos contra la enzima PDD1

Los anticuerpos son herramientas bioquimicas importantes empleadas con éxito en varias
técnicas de laboratorio, tienen un amplio rango de aplicaciones que incluyen seleccion,
identificacion y purificacion de moléculas que no son visibles ni detectables de forma
simple. El primer paso para poder identificar la enzima de interés, durante la purificacion
de la misma fue la obtencién de anticuerpos policlonales contra la enzima PDD1. Las
fracciones enriquecidas de IgG se obtuvieron como se detalla en la seccién de Metodologia,
los anticuerpos fueron generados con lo que correspondia a una banda de actividad, por lo
cual podrian reconocer a otras proteinas diferentes de la PDD1 contenidas en la misma

muestra o reconocer mas de una proteina si los anticuerpos no son muy especificos.
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Se efectud la titulacion mediante dot blot (Figura 26) con extractos libres de células
cultivadas con fenantreno como fuente de carbono, obteniendo un titulo de deteccion de 1:9
000. Dicha titulacion y los dot blots subsecuentes se prefirieron a un ensayo ELISA, ya que
se emplean extractos crudos que en ocasiones incluyen restos de hidrocarburos lo cual
afecta la union de los antigenos a las placas de ELISA. También se determind la
especificidad contra la banda en la que se encuentra la enzima mediante western blot
(Figura 27), tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. Aungue en condiciones
nativas, la banda de reconocimiento de la enzima PDD1 fue muy difusa el patrén de
localizacion de la enzima es muy similar a lo que se observa en el zimograma (Figura 13).
En cuanto al reconocimiento en condiciones desnaturalizantes, el anticuerpo fue capaz de
reconocer una banda de 84 y otra de 57 kDa, lo que sugeria que la PDD1 podria estar
formada por una de esas subunidades o ambas, aunque hasta el momento no hay reportes de
DD formadas por subunidades distintas. Aunque también cabia la probabilidad de que los
anticuerpos reconocieran otras proteinas formadas por subunidades de 57 y 84 kDa,

diferentes de la enzima PDD1.
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Figura 26. Titulacién de anticuerpos anti-PDD1. Para esta titulacion, se usé extracto libre
células cultivadas con fenantreno como fuente de carbono. Los anticuerpos policlonales se
obtuvieron de la inmunizacién de conejos con bandas de geles de poliacrilamida

homogenizadas en la que se encontraba la proteina de interés.
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Figura 27. Reconocimiento en la banda de actividad cis- ndd por los anticuerpos, tanto en
condiciones nativas como desnaturalizantes. La electroforesis en los western-blot nativos se
realiz6 empleando geles de poliacrilamida al 6%, mientras que para los desnaturalizantes se
prepararon al 10%. Las muestras sometidas a la electroforesis provenian de cultivos libres de
células cultivadas con fenantreno (FEN) o naftaleno (NAF) al 0.3% como fuentes de

carbono. El primer anticuerpo se usé a una dilucion de 1:10000.

Por otra parte, se observd que en los extractos libres de células cultivadas en presencia de

naftaleno los anticuerpos reconocian una banda bien definida, sugiriendo el



reconocimiento de una proteina distinta de la PDD1 con igual migracién que la enzima de
interés. Una alternativa a dicho problema habria sido la purificacion de anticuerpos
especificos para la PDD1, sin embargo, como no se contaba con la enzima purificada a

homogeneidad no fue posible obtener dichos anticuerpos.

Aun cuando cabia la posibilidad del reconocimiento de otras proteinas por parte de los
anticuerpos, se emplearon en los siguientes experimentos, esperando tener al menos un

indicio de la localizacién de la PDD1.

Peso molecular de la enzima PDD1 en conformacion nativa

Aunque Penning (2015) menciona que las aldo-ceto reductasas son usualmente monémeros
con un peso de alrededor de 37 kDa, en la base de datos Uniprot Database se enlistan
enzimas tipo DD que poseen desde un peso menor a 10 kDa hasta algunas de 82 kDa. Para
la enzima NDD se determiné un peso molecular de 197 kDa con cuatro subunidades de 49
kDa (Camacho, 2012), por lo que se esperaba un mayor peso para la enzima PDDI,
teniendo como evidencia la movilidad electroforética que presenta respecto a esta ultima.
Para la determinaciéon del peso molecular en conformacion nativa se utilizaron
preparaciones de la enzima PDD1 mediante elucion por centrifugacion, los cuales se
sometieron a cromatografia de exclusion por peso molecular. Inicialmente se empled la
resina Bio-gel A 0.5M y se obtuvieron tres fracciones con mayor actividad de la enzima
PDD1 las cuales podrian contener la enzima PDD1 (Figura 28); sin embargo, el peso
molecular calculado de dichas fracciones no fue superior a los 200 kDa, como se esperaba
por la estimacion respecto a la NDD, ademas no fue posible corroborar la presencia de la
enzima mediante inmunodeteccidn. Una posible explicacion a la inconsistencia en estos
resultados es que solo se haya obtenido el monémero de la PDD1 y que presente actividad.
Ademas, aunque no se logro inmunodetectar ni observar la presencia de alguna proteina en
SDS-PAGE, los pesos moleculares de dos de los picos con mayor actividad son muy

cercanos a las bandas de 84 y 57 kDa que reconocen los anticuerpos.
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Por otra parte, se realizd otra cromatografia con la resina Sephacryl S-300 empleando
muestras obtenidas mediante purificacion por electroelucién y de elucion por
centrifugacion. Sin embargo, en las fracciones obtenidas de estas cromatografias no se hallo
actividad cis-ndd mediante el método Bergmeyer (1970) y tampoco concentracion
significativa de proteina a 280 nm. A pesar de lo anterior, con los anticuerpos hubo un poco
de reconocimiento en una fraccién correspondiente a un peso de 126 kDa (Figura 29), la
cual podria ser un dimero formado por subunidades de 57 kDa u otro tipo de componente

que es co-purificado con la actividad de intereés.
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Figura 28. Perfil de proteina y actividad cis-ndd en fracciones separadas por cromatografia de
exclusion molecular en Bio-gelA 0.5M. Se us6 un purificado de la enzima PDD1 obtenido
mediante elucién por centrifugacion a partir del corte de la banda de interés de geles de
poliacrilamida nativos. Para la cromatografia, se usaron 1.5 mL de muestra con una
concentracion de 0.1 mg/mL medida a 280 nm. La columna se eluyé con Tris-HCI 50 mM. La
linea continua representa la actividad especifica medida en las fracciones colectadas, mientras
que la linea discontinua es la cantidad de proteina medida a 280 nm. En la parte superior de los

picos de mayor actividad se denota el peso molecular correspondiente a la fraccion en Daltons.

Se ha reportado la existencia de varias DD diméricas (Hara et al., 1991; Sato et al., 1994;
Arimitsu et al., 1999; Asada et al., 2000; Aoki et al., 2001; Carbone et al., 2008), algunas
de estas enzimas participan en la formacién de catecoles a partir de dihidrodioles de
compuestos aromaticos; por lo que no seria extrafio que la forma que se recupera de la

enzima PDD1 sea un dimero, sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que existan



estructuras con mas de dos subunidades, agregados funcionales, e inclusive interacciones
inespecificas con otras proteinas que disminuyan la movilidad relativa de la enzima y

provoquen una migracién anémala independiente de su conformacion.

PM (kDa) 152 138 126 114 104 94 Controles  + -

Figura 29. Inmunodeteccion de la PDD en fracciones separadas por cromatografia de exclusion
molecular en la resina Sephacryl S-300. En la parte superior se muestra el pero molecular de la
fraccion en donde hubo reconocimiento, asi como el de las fracciones adyacentes. Del lado
derecho se muestran los controles, como control positivo se usd extracto libre de células

crecidas en fenantreno, y como control negativo extracto libre de células crecidas con glucosa.

Una desventaja de la cromatografia es que se requiere una gran cantidad de proteina para
hacer el andlisis de su peso molecular (Tyagi et al., 1993). Dado que las muestras con que
se contaba no poseian esa caracteristica, los resultados obtenidos mediante dicho método
resultan poco confiables, por lo se recurrio al calculo del peso molecular mediante el
analisis en geles de acrilamida y por graficos de Ferguson (Chrambach y Rodbard, 1971) de
la movilidad en gel. Dicho andlisis esta basado en la relacion entre la movilidad de una
proteina y la concentracién de la matriz en la que se desplaza, lo cual puede ser expresado
como:

Log(n) = Log(uo) — Kr(T)
donde o es la movilidad en solucion y Kr es el coeficiente de retardo. La relacion entre Kr
y el radio de la proteina se deriva del modelo de Ogston y se puede representar de la
siguiente forma:

Kr =nl'(r+ R)> x 10716
donde I' es la longitud de la fibra de la matriz (cm/gm), r es el radio de la fibra (nm), y R el
radio de la proteina (nm). En la segunda ecuacion se describe la relacion entre el coeficiente
de retardo y el tamafio de la proteina. La curva estandar puede construirse graficando el
logaritmo del peso molecular de la proteina como una funcién de la raiz cuadrada de Kr.
Este método permite analizar proteinas independientemente de la relacidon masa-carga

(Werner, 1995). Con base a lo anterior, se realizo electroforésis en geles de concentraciones
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de 6, 7, 8, 9y 10 % (Figura 30). Al realizar el calculo del peso molecular de la enzima se
obtuvo un valor de 541 kDa (Figuras 31 y 32).
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Figura 30. Geles de acrilamida representativos, empleados para generar los graficos de
Ferguson. En la esquina inferior derecha se sefiala el porcentaje de acrilamida que se uso6 en
cada uno de ellos. En los carriles 1 a 3, se colocaron las proteinas estandar y se tifieron con azul
de Coomassie; 1- ovoalblimina (45 kDa), 2- albdmina sérica bovina (dimero de 132 kDa y
mondmero de 66 kDa), 3- ureasa de frijol (hexamero de 545 kDa y trimero de 272 kDa). El
extracto libre de células cultivadas en fenantreno como fuente de carbono se colocé en los
carriles 5y 6, 5- teflido con coomassie, 6- zimograma. La posicién de la enzima PDD1 en los

zimogramas se sefiala con una flecha del lado derecho. Los carriles 4 se dejaron vacios.

Adicional al analisis por graficos de Ferguson, empleando un enfoque propuesto por Tyagi
et al. (1993), el extracto libre de células se analiz6 por electroforesis en condiciones
nativas usando un gel en gradiente continuo de 4 a 12% (Figura 33) con el cual, mediante
comparacion directa de la movilidad relativa de las proteinas estandar con las de interés, se
determind un peso de 532 kDa para la PDD1, difiriendo solo en 9 kDa con respecto al
obtenido mediante los graficos de Ferguson; mientras que para la NDD se obtuvo un peso
aproximado de 180 kDa el cual es muy cercano al ya reportado por Camacho (2012), este

ultimo lo consideramos como control interno del experimento.
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Figura 31. Gréafico de Ferguson para las proteinas
estdndar y la enzima PDD1. Se determiné la
migracion relativa (Rf) de cada proteina a cinco
diferentes concentraciones de acrilamida; se
graficé el logaritmo del Rf como una funcién del
porcentaje de acrilamida. = ovoalbimina, o
mondmero de albumina sérica bovina, A dimero
de albumina sérica bovina, o trimero de ureasa de

frijol, @ hexdmero de ureasa de frijol, x PDD1.

Tanto en los gréaficos de Ferguson como en el gel en gradiente, el valor obtenido para el
peso molecular de la enzima PDD1 en conformacion nativa fue mayor a 500 kDa. Cada
experimento se realizo por triplicado y se obtuvo un valor promedio de 536+6.4 kDa. Sin
embargo, ese valor no fue obtenido en los resultados por cromatografia, o que sugiere que
la enzima pudo haber perdido estructuracion cuaternaria al ser sometida a ese
procedimiento (Ritchie, 2012), quedando Unicamente dimeros 0 monémeros. Ademas de lo
anterior, podria estar sujeta a modificaciones postraduccionales que alteran la carga de la

enzima y originan cambios en su migracion electroforética o interaccion con las resinas de

cromatografia.
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Figura 32. Curva estandar para la determinacion de
peso molecular por el método de Ferguson. Se
graficé la raiz cuadrada de los valores de Rf contra
el logaritmo del peso molecular de las proteinas
estandar. La ecuacion de la recta fue ajustada a los
datos con una regresion lineal. Los puntos, de
izquierda a derecha, corresponden a ovoalbimina
(45 kDa), mondémero de albumina sérica bovina
(66 kDa), dimero de albumina sérica bovina (132
kDa), trimero de ureasa de frijol (272 kDa) y

hexamero de ureasa de frijol (545 kDa).
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Figura 33. Gel de acrilamida en gradiente de 4 a
12%. En los carriles 1 a 3, se colocaron los
marcadores de peso molecular y se tifieron con
azul de coomassie; 1- ureasa de frijol (hexamero
de 545 kDa y trimero de 272 kDa), 2- albumina
sérica bovina (dimero de 132 kDa y monémero de
66 kDa), 3- ovoalbumina (45 kDa). El extracto
libre de células cultivadas en fenantreno se coloco
en los carriles 4 y 5, 4- tefiido con azul de

coomassie, 5- zimograma.
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Figura 34. Curva estandar para la determinacion de
peso molecular mediante gel de poliacrilamida en
gradiente. Se grafico la movilidad relativa contra el
logaritmo del peso molecular de las proteinas
estandar. La ecuacion de la recta fue ajustada a los
datos con una regresion lineal. Los puntos, de
derecha a izquierda, corresponden a ovoalbimina
(45 kDa), mondémero de albumina sérica bovina
(66 kDa), dimero de albumina sérica bovina (132
kDa), trimero de ureasa de frijol (272 kDa) y

hexadmero de ureasa de frijol (545 kDa).

Peso molecular de las subunidades de la enzima PDD1 y probable estructuracion

Para el calculo del peso molecular de las posibles subunidades se emplearon purificados de
la enzima PDD1 obtenidos mediante elucidén por centrifugacion. La primera muestra se
obtuvo de geles sin tefiir, igual que como se obtuvieron las muestras para el estudio

cinético.

Como se observa en la Figura 30, al aumentar la concentracién de acrilamida la zona en
que se localiza la proteina se comprime, por ello se realizaron zimogramas en geles al 10%
y a partir de estos se corto y eluyd por centrifugacion la enzima, la muestra obtenida, se
sometid a andlisis por SDS-PAGE obteniendo una banda de 56 kDa (Figura 35).

La evidencia encontrada indica que la enzima PDD1 podria ser homopolimérica formada

por subunidades de un peso molecular estimado de 56.5+0.5 kDa. En conformacion nativa,



la enzima podria llegar a estar formada por 9 o 10 subunidades. Una estructuracion posible
de dichas subunidades podria ser la formacion de nacleos diméricos o triméricos que, a su
vez, podrian agruparse en conjuntos de 5 o 3 de ellos, respectivamente. Hasta el momento,
no se ha reportado la existencia de DD mayores a un tetrdmero, sin embargo, no se puede
excluir la posibilidad de estructuras mas complejas dado el ambiente en el cual estas
enzimas se expresan, tampoco es posible asegurar que la estructuracion que se observa sea
tal como podria ocurrir in vivo, ya que las condiciones del microambiente en el que se
encuentran podrian ser distintas a aquellas bajo las que se realizé la experimentacion.
Ademas, cabe la posibilidad de que la interaccion entre mas de una proteina, todas ellas con
subunidades de peso molecular similar, le confiera la movilidad observada en condiciones

nativas a la enzima PDD1.

PM Figura 35. SDS-PAGE de PDD1
1 kDa 2 3 purificada de zimogramas. Carril 1,
= 250 ; ejemplo del gel al 10% en condiciones
150~ nativas, en el que se compacto la banda
100/_ 56 kDa de interés y se localizé mediante
- gg_ zimograma. Carriles 2 y 3 gel
desnaturalizante al 10%; 2-marcadores
37— de peso molecular pretefiidos, se sefiala
el peso al lado izquierdo; 3-Enzima
25— PDDL1 tefiida con plata, del lado derecho
g 20— . se sefiala el peso molecular calculado.

Constante catalitica y eficiencia del sistema

La determinacion de los valores de Km y Vmax para los sustratos da una idea acerca de
como es la afinidad de la enzima por estos, tomando como modelo los valores calculados
para la afinidad de los sustratos cis y trans-naftalendiol se continué con el anélisis catalitico
de la enzima PDD1, aun cuando al tener una muestra de mayor pureza podrian variar los
valores ya calculados, se modelo el valor de Kcat para tener una idea de como es la
interaccidn entre esta y las isoformas del sustrato. Con la estimacién del peso molecular de
la enzima PDD1, se calculo el valor de la Kcat, el cual describe el nimero maximo de
moléculas de sustrato convertidas a producto por unidad de tiempo (Fersht, 1980). A partir

de la expresion:



Vnax = KeatlEol
donde Eo representa la concentracion de enzima total en la solucion de reaccion, se
obtuvieron:
Kcat = 4.78 x 10* s* para el sustrato cis

Kcat = 5.08 x 10* s para el sustrato trans

Una vez calculados los valores de las Kcat, se determiné la especificidad de los sustratos,
mediante la relacion:

Kcat

Km
donde se relacionan las constantes cataliticas y de afinidad en una constante que describe la

eficiencia con que es transformado el sustrato. Asi, se obtuvieron las constantes de
especificidad:
3.21 x 10% s™mol™ para el sustrato cis
9.37 x 10° s'molpara el sustrato trans

Los valores anteriores sugieren que la eficiencia es mayor cuando la enzima emplea el

sustrato trans, aungue con ambos se tiene una alta eficiencia.

Una condicion para el célculo de la Kcat es que la enzima se encuentre pura en la mezcla de
reaccion (Bisswanger, 2008), al haber mas de una enzima en los homogenados, los
resultados de esta seccion deben tomarse Unicamente como comparativos entre si, y con

respecto a la eficiencia de catéalisis con el sustrato naftalendiol en conformacion cis o trans.

Identificacion de la proteina candidata con actividad de PDD1 por
espectrometria de masas MALDI-TOF

A fin de conocer la identidad de la enzima PDD1 se realiz6 la purificacién de dicha
proteina mediante elucion del homogenado obtenido, se sometié a SDS-PAGE (Figura 36)
y la banda obtenida se cortd para ser analizada por espectrometria de masas MALDI-TOF.
En el analisis se encontraron 7 proteinas distintas en total. En la Tabla 8 se enlistan las

funciones de las proteinas identificadas, en ella se puede observar que Unicamente dos se



ellas corresponden a oxidoreductasas que podrian tener la actividad DD. Sin embargo, la
S2JCY5 es una oxidoreductasa involucrada en el catabolismo de tirosina y fenilalanina,
ademas, en el analisis in silico (Tabla 9) no se hall6 que dicha proteina contenga el motivo
de unién a NADP necesario para la actividad DD, conocido como plegamiento Rossmann
(Arboledas, 2011). Aunque el analisis de proteinas participes en la degradacion de HPAs en
Celeribacter indicus P73 indica que podria estar relacionada con la escision de anillos
aromaticos catalizando la insercion de oxigeno en la molécula (Cao et al., 2015). Por lo
anterior, la proteina S2JH17 se consideré como la mejor candidata ya que ademés de
presentar los dominios caracteristicos de una oxidoreductasa, presenta una secuencia de
plegamiento Rossmann y una alta probabilidad de unién de NADP a dicho dominio (Tabla
9).

En cuanto al resto de las proteinas encontradas, las mas abundantes fueron enolasas v,
aungue hasta el momento no se ha relacionado este tipo de proteinas con la degradacion de
HPAs, en estudios en Mycobacterium vanbaalenii (Kim et al., 2004) y en raices de trigo
(Shen et al., 2016), se ha observado que en presencia de HPAs aumenta la expresion de
enolasa, asi como de otras proteinas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos; de
igual manera, también se ha reportado el aumento en la expresion de fumarasa, que es otra
de las enzimas encontradas en la muestra (Kim et al., 2004) y, aunque no se ha reportado,
la expresidn de la fosfoglicerato cinasa también podria verse aumentada por la presencia de
fenantreno ya que es una enzima que participa en la glicolisis. Tampoco se ha reportado
alguna relacion entre la 4-aminobutirato aminotransferasa y la presencia de HPAs, sin
embargo, el andlisis de redes de proteinas en Mus musculus indica que la enzima es co-
expresada con una aldehido-deshidrogenasa que a su vez se co-expresa con una aldo-ceto
reductasa NADP dependiente, la cual tiene un papel importante en la activacion de

xenobioticos como los HPAs (Szklarczyk et al., 2015).

Lo anterior sugiere que las proteinas encontradas podrian ser sobre expresadas en presencia
de fenantreno y, debido al peso molecular tan cercano que tienen, comigrar en los geles
electroforéticos, o bien participar en el proceso de metabolizacion del fenantreno de forma

conjunta.
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Figura 36. SDS-PAGE de la muestra usada en el andlisis MALDI-TOF. Se empled un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10%. Carril 1- marcadores de peso molecular, 2
homogenado obtenido mediante purificacion por elucién. La flecha de la derecha indica la
banda que fue cortada para el andlisis por espectrometria de masas.

Aunque no se tiene una sola proteina, es poco probable que haya mas de una actividad cis-
o0 trans-ndd ya que, a excepcion de la S2JH17, para ninguna otra enzima se han reportado
actividades o presentan dominios que pudiesen llevar a cabo la oxidacién del diol, por otra
parte, no se puede excluir la posibilidad de interacciones inespecificas entre los sustratos y
las otras proteinas, o entre proteina-proteina, que pudieran alterar las mediciones de

actividad.

En particular para los valores de Km, Vmax y mecanismo de reaccion, son validos siempre
y cuando solo haya una actividad ndd en el homogenado (Acker y Auld, 2014); no asi con
la Kcat, ya que para la determinacion de esta es fundamental que la concentracién de
proteina presente en la mezcla de reaccién corresponda Unicamente a la enzima analizada
(Bisswanger, 2008).

Ya que la especificidad de los sustratos fue calculada con la Kcat, la cual podria no
representar la catalisis correctamente, puede tomarse como un referente a manera de
comparar la especificidad entre los dos sustratos usados. Por otro lado, en las curvas
sigmoides pueden observarse efectos artificiales debido a la alta dilucién de la enzima en

solucion, al medir la actividad en un rango de baja a alta concentracion la velocidad a bajas



concentraciones puede ser mucho menor debido a ese efecto (Bisswanger, 2008), ya que, de
acuerdo a los resultados de la espectrometria MALDI-TOF, la cantidad de la enzima PDD1
se encuentra en una proporcion baja, podria ser que las cinéticas de union de NADP*
estuvieran alteradas debido a dicho efecto; aunque no se observé lo mismo con los sustratos
cis- y trans- naftalendiol, ya que, desde bajas concentraciones se midi6 una alta velocidad
de reaccion. De existir un efecto sigmoide debido a la baja concentracién de la enzima se
observaria tanto para el naftalendiol como para el cofactor, lo cual no ocurrid, pero cabe la
posibilidad de interacciones del cofactor con otras de las enzimas, como se menciona a

continuacion.

Otra implicacion de la presencia de mas de una enzima en las preparaciones es la posible
interaccidn inespecifica de los sustratos, o que provocaria un secuestro de los mismos y la
alteracion de las mediciones realizadas. Hasta el momento, lo anterior no se ha reportado
para ninguna de las enzimas encontradas en la mezcla; ademas de ello, el andlisis de las
secuencias no muestra probabilidad de sitios de unién a NADP® a excepcion de la

oxidoreductasa y una baja probabilidad para la fosfoglicerato cinasa (Tabla 10).

Aunque es poco probable que en los homogenados haya dos enzimas produciendo la
actividad ndd, resulta conveniente demostrar que lo observado es producto de una sola
enzima. No obstante, a los resultados aqui presentados, es necesario realizar la expresion
heter6loga de la enzima, de modo que puedan ser purificadas y caracterizadas de forma

precisa.

Adicional al analisis in silico, se realizd el modelado de la estructura tridimensional de la
proteina S2JH17 (Figura 37) y un analisis mas detallado de la secuencia en el sitio
PROSITE (De Castro et al., 2006) (Figura 38). El diagrama de la estructura de la proteina
muestra los motivos caracteristicos del plegamiento de Rossmann que une dinucleétidos, el
cual, para la unién de NADH, esta compuesto por una estructura o/f3 simétrica compuesta
por dos mitades, Blalp2a2pB3 y B4adfB5a5p6, con una a-hélice (a3) conectando las laminas
B3 y B4. Aungue en la secuencia S2JH17 se cuentan 7 motivos o/f conserva la estructura

tipica de union a nucleotidos (Dym y Eisenberg, 2001).



Acceso

Descripcion y funciones reportadas

Score

Cove
rage

S2J8L6

Enolase OS=Mucor circinelloides f. circinelloides (strain 1006PhL)
GN=HMPREF1544_07221 PE=3 SV=1 - [S2J8L6_MUCC1]

Liasa multifuncional, ya que adicional a la deshidratacion de D-2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la glicélisis, funciona como receptor
de unién a plasmindgeno y se le ha relacionado a respuestas en hipoxia,
choque térmico y ademas organizacion de citoesqueleto (Pancholi, 2001)

74,46

38,13

S2K9S5

Enolase OS=Mucor circinelloides f. circinelloides (strain 1006PhL)
GN=HMPREF1544_04158 PE=3 SV=1 - [S2K9S5_MUCC1]
Mismas funciones que las reportadas para la S2J8L6

19,68

15,6

S2JCY5

Homogentisate 1,2-dioxygenase OS=Mucor circinelloides f. circinelloides
(strain 1006PhL) GN=HMPREF1544 06861 PE=4 SV=1 -
[S2JCY5_MUCCI1]

Homogentisato 1,2- dioxigenasa
Oxidoreductasa involucrada en el catabolismo de tirosina y fenilalanina.
Cataliza la reaccion: homogentisato + O, = 4-maleilacetoacetato + H*
(Binns et al., 2009)

14,19

11,31

AO0A168KAPO

Phosphoglycerate kinase OS=Mucor circinelloides f. lusitanicus CBS
277.49 GN=MUCCIDRAFT_156455 PE=3 SV=1 -
[A0OA168KAPO_MUCCL]

Fosfoglicerato quinasa
Transferasa que cataliza la reaccion reversible: 1,3-difosfo-glicerato +
ADP = 3-fosfoglicerato + ATP (Binns et al., 2009)

22,58

17,07

AO0A162TPCO

Fumarate hydratase OS=Mucor circinelloides f. lusitanicus CBS 277.49
GN=McFumHa PE=3 SV=1 - [AOA162TPC0_MUCCL]
Fumarato hidratasa
Liasa encargada de catalizar la reaccién: (S)-malato = fumarato + H20
(Binns et al., 2009)

13,38

9,31

S2KES81

4-aminobutyrate aminotransferase OS=Mucor circinelloides f.
circinelloides (strain 1006PhL) GN=HMPREF1544_02419 PE=3 SV=1 -
[S2KE81_MUCC1]

4- aminobutirato aminotransferasa
Transferasa que cataliza la transferencia de grupos amino desde un
metabolito a otro (Binns et al., 2009)

11,43

10,91

S2JH17

Oxidoreductase OS=Mucor circinelloides f. circinelloides (strain
1006PhL) GN=HMPREF1544 03543 PE=4 SV=1 - [S2JH17_MUCCI1]
Oxidoreductasa
Cataliza una reaccion redox con dos sustratos, uno actiia como donador de
electrones siendo oxidado, mientras que el otro es reducido actuando
como aceptor (Binns et al., 2009)

10,58

12,72

Tabla 8.

Identidad y funciones descritas para las proteinas identificadas

espectrometria de masas MALDI-TOF.

mediante



Acceso

Identificacion

Secuencias encontradas

NUmero de péptidos

S2J8L6

Enolasa

IEEELGEGNSIYAGENFR
YGLDATNVGDEGGFAPNIQK
SGETEDTTIADLVVGLR
AAVPSGASTGIHEAVELR
LAMQEFMILPTGAK
LAMQEFMILPTGAK
LAMQEFMILPTGAK
GVPLYVHFADLSGSK
LGANAILGVSLAVAK
IGMDCAASEFYK
IGSEVYHNLQSVIK
AVANVNDVIGPK
IEEELGEGNSIYAGENFR
ELTALYNSFAEK

1

S2K9S5

Enolasa

VDFNVPLKDGEITNNNR
EGATTIIGGGDTATAALK
AVLDAVVEATK
AHSSMVGVELPQR
ELPGVTALSSKN

S2JCY5

Homogentisato 1,2- dioxigenasa

LGANALLGVSLAVAK
GNPTVEVEVSTAK
EGLDLLVTAIEK
LTGQQLSELYK
IGSEVYHHLK
IEEELGK

AOA168KAPO

Fosfoglicerato quinasa

FGGEDILITPTQIR
SGLGIHIYSANTDMGK
VAPNEIAVIQR
SVNDLLVSK

AQA162TPCO

Fumarato hidratasa

LYNLAQGGTAVGTGLNTR
VAEAISNITGLPFK
AAATVNMTYGMDAK

S2KES81

4- aminobutirato aminotransferasa

VVASVAAAVENLK
GIASGYPLSAIVSR
DTAAILIEPVQGEGGYVVPPK

S2JH17

Oxidoreductasa

LFITGGDSGIGR
GSQQLVDYSSTK
MDPQPAVGENYK

o | e e | e e e e e e e = N R R RN R R R RN R RN RN

Tabla 9. Péptidos identificados mediante la espectrometria de masas.



Union | Probabilidad o
o Localizacion
Acceso Identificacion PM (kDa) pl a de
S subcelular
NADP | glicosilacion
S2J8L6 Enolasa 47 5,8 0 0,05 -
S2K9S5 Enolasa 47,2 5,39 0 0,00 -
Homogentisato 1,2-
S2JCY5 o 49 5,81 0 0,08 -
dioxigenasa
Fosfoglicerato
AOA168KAPO ] 44,5 7,02 0.04 0,04 -
quinasa
AOAL162TPCO | Fumarato hidratasa 53,3 7,12 0 0,07 Mitocondria
4- aminobutirato
S2KES81 ] 47,9 7,78 0 0,07 -
aminotransferasa
S2JH17 Oxidoreductasa 30,6 6,73 0.55 0,08 -

Tabla 10. Caracteristicas predichas a partir de las secuencias de aminoacidos. Los valores de

PM y pl fueron calculados mediante la espectrometria de masas MALDI-TOF. La uni6n a

cofactor muestra la probabilidad de union para NADP, cuando existe un motivo para

plegamiento de Rossmann, fue determinada usando Cofactory v.1.0 (Geertz-Hansen et al.,

2014). La probabilidad de glicosilacion se determind como se explica en metodologia, con los

datos generados por el andlisis realizado en la plataforma GlycoEP (Chauhan et al., 2013). Con

el software TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000) se determind la localizacion subcelular, las

celdas vacias corresponden a secuencias carentes de sefializacion. También se analizd la

presencia de dominios transmembranales mediante el software TMHMM Server v. 2.0

(Sonnhammer, 1998), ninguna de las secuencias los present6 por lo que se omitié el dato.

Respecto al analisis de la secuencia, del aminoacido 175 al 203 se encontr6 un conjunto de

aminoacidos caracteristicos de la familia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta

con una Tirosina (188) como sitio aceptor de proton. Algo adicional que este analisis

mostrd fueron cuatro posibles sitios de N-miristoilacion, la cual podria favorecer la union

de los HPAs a la enzima ya que este tipo de modificacién favorece las interacciones

proteina-lipido mediante el aumento de la hidrofobicidad de la estructura proteica, lo que

también aumentaria la afinidad de la estructura por los HPAs (Farazi, 2001). También se

encontraron varios sitios de fosforilacion que podrian estar involucrados en la regulacién de

la enzima. Finalmente se analiz6 la secuencia en el sitio LocSigDB (King y Guda, 2007),

dicho analisis encontrd secuencias de sefializacion hacia lisosomas (7-12, 17-22, 179-184,



256-260 aa), reticulo endoplasmico (7-10, 33-36, 71-74, 75-78, 99-102, 110-113, 137-140

aa) y Golgi (205-210 aa).

Figura 37. Modelo tridimensional de la proteina S2JH17. |y Il; diferentes vistas del esquema.
I1; prediccion de la unién de los ligandos, NADP-beige, diol-verde, sitios de interaccion con la
proteina- azul. 1V; topologia de las deshidrogenasas que unen NADH, los cilindros representan
a-hélices y las flechas las 1aminas B. (tomado de Dym y Eisenberg, 2001).
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Figura 38. Salida de datos del analisis en el sitio PROSITE (De Castro et al., 2006).



Anteriormente, al obtener las primeras estructuras cristalinas de deshidrogenasas, se
formul6 la hipotesis de que las deshidrogenasas evolucionaron de la fusion de un gen que
codifica el dominio de fijacion a NAD+ con una serie de genes que codifican dominios
cataliticos separados, de este modo se obtiene una familia de enzimas con especificidad
variada (Fersht, 1980), se puede observar que la secuencia obtenida responde a esta
hipotesis, al tener gran similitud con otras enzimas de funciones semejantes en el dominio

de unidn a dinucledtido y en la probable estructura terciaria.

Localizacion subcelular de la actividad PDD1

Previamente, en el trabajo de Camacho (2012), en un esfuerzo para determinar por
gradientes isopicnicos de sacarosa la localizacion de la enzima NDD, se detectd la actividad
cis-ndd a una densidad de 1.182 g/cm® y la actividad de peroxidasa en 1.192 g/cm?®, que se
correlaciona con la presencia de peroxisomas. La relevancia de estos hallazgos radica en
que no se ha descrito en donde se lleva a cabo la degradacién de compuestos policiclicos y,
en el trabajo de Camacho (2012), la cercania de las densidades en las que se encontraron las
actividades mencionadas sugeria que la degradacion de naftaleno ocurria en microsomas,
posiblemente distintos de los peroxisomas. Por otra parte, en algunos estudios se han
encontrado HPAs activados en microsomas, tanto en células de mamifero como de hongos,
(Hopkins, 1968; Howes y Hunter, 1968; Vyas et al., 1983; Kumar et al., 1995, Bezalel et
al., 1997), pero no se ha establecido si alguna actividad enzimética relacionada con la
degradacion de HPAs se halla en la poblacion microsomal.

Para corroborar lo anterior y determinar si el mismo fendmeno ocurria cuando se empleaba
otro HPAs diferente al naftaleno, se realizaron gradientes isopicnicos de sacarosa con
muestras provenientes de cultivos crecidos en glucosa, naftaleno y fenantreno como fuente
de carbono (Figura 39). En el gradiente proveniente del cultivo con glucosa, tanto la
actividad de peroxidasa como cis-ndd fueron muy bajas en comparacién a los valores en los

cultivos con hidrocarburos; en particular, la actividad cis-ndd.



Se ha reportado que la poblacion peroxisomal esta sujeta a cambios, y que cuando los
organismos se encuentran en condiciones de estrés dicha poblacion puede aumentar su
namero y tamafio, debido a la necesidad de metabolizar una mayor cantidad de sustancias
nocivas para la célula (Thieringer et al., 1991; Smith y Aitchison, 2013). Este hecho se
puede observar en el cambio de densidad en donde se sitla la actividad peroxidasa cuando

la cepa se crece en presencia de hidrocarburos, en comparacion al cultivo en glucosa.

Asi mismo, se observa que, al igual que en el trabajo de Camacho (2012), las maximas
actividades cis-ndd y peroxidasa se encuentran en densidades muy cercanas, aunque
contrario al trabajo citado, se encontrd la actividad cis-ndd posterior a la actividad de
peroxidasa. Se piensa en dos posibles causas que expliquen este hecho; primero, que
anteriormente solo se realiz6 la centrifugacion del gradiente durante cuatro horas en las
cuales los peroxisomas pudieron llegar a la isopicnicidad pero no asi las vesiculas que
contenian la actividad cis-ndd, en este trabajo se realizaron centrifugaciones por cinco, seis
y siete horas observando que después de las cinco horas la actividad cis-ndd se encontraba
en la fraccién de 1.208 g/cm® de densidad; y segundo, qué en el trabajo anterior las
actividades reportadas corresponden a la velocidad de la enzima, y el que la enzima procese
con mayor velocidad el sustrato no forzosamente es equivalente a mayor cantidad de
enzima ya que la velocidad puede estar afectada por la interaccién con otros sustratos y
proteinas, en este trabajo se midid la formacion total de producto final, el cual
independientemente de la velocidad de la enzima es equivalente a mayor cantidad de

enzima funcional.

En el caso del gradiente con el cultivo en fenantreno, las actividades de interés se
encontraron traslapadas, sin embargo, esos resultados no fueron muy claros puesto que la
densidad del fenantreno es de 1.2 g/cm® por lo que, en la regién en que se encuentran las
actividades, hay una gran cantidad del hidrocarburo que interfiere con las mediciones

realizadas.
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Figura 39. Distribucién de actividad ADH, cis-ndd y peroxidasa en gradientes continuos de sacarosa del
10 al 60%. Los extractos usados se obtuvieron por congelacion con N2 y ruptra abrasiva de micelio
crecido en presencia de la fuente de carbono que se indica en cada grafica. Actividad cis-ndd —o—
ADH--=--- peroxidasa ----0-- Y 0Xigenasa =——.
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Ademas de las actividades ya mencionadas se midié la actividad alcohol deshidrogenasa
(ADH) como un marcador de contenido citosolico, aunque también se ha reportado su
presencia en la fracciébn microsomal y mitocondrias (Crichton et al., 2007), como se
observa en las gréficas (Figura 39), la mayor actividad ADH medida en los gradientes, se
encontré en las primeras fracciones, lo cual corresponde con la menor densidad del
contenido citopldsmico. También la actividad de oxigenasa fue medida, aunque Gnicamente
en el gradiente del cultivo en fenantreno, se observd el pico méximo de actividad a la
misma densidad que la actividad cis-ndd sugiriendo que las enzimas responsables de las

actividades oxigenasa y cis- ndd se localizan en las mismas fracciones del gradiente.



CONCLUSIONES

La localizacién de la fluorescencia debida al fenantreno y pireno sugieren que los HPAs

son internalizados y degradados en las células de la cepa YR-1.

Se observo que la enzima puede catalizar la transformacidn de cis y trans- naftalendiol en
zimogramas, la mejor deteccion de la actividad cis-ndd de la enzima PDD1 se observé a

37°C yen un rango de pH de 8 a 10.

Mediante electroforesis nativa, se estimd que la masa molecular de la enzima PDD1 en

conformacion nativa es de 536+6.4 kDa.

Con la enzima PDD1 purificada parcialmente, se determin6 un pl de 8 y que esta formada
por subunidades de 56+0.5 kDa.

Se observo cooperatividad con el NADPH vy la eficiencia catalitica parece ser mayor con el

sustrato en conformacion trans que con el cis.

Con el estudio de inhibicion por producto final, se determind un mecanismo de reaccion

bibi secuencial ordenado.

La secuencia mas probable correspondiente a la enzima PDD1 es la oxidasa anotada con el

namero de acceso S2JH17.
Se sugiere que la actividad cis-ndd se localiza en microvesiculas.
En conjunto, los resultados sugieren que los HPAs son transportados al interior de la célula

y acumulados en microvesiculas, en donde podrian realizarse las primeras fases de su

degradacion.



PERSPECTIVAS

Como investigacion inmediata a este trabajo se sugiere abordar dos objetivos:
- Verificar que la secuencia de la oxidoreductasa S2JH17es transcrita y confirmar la
actividad cis-ndd de la misma.
- Determinar si en los sitios donde se almacenan los HPAs, también se realiza la
activacion de los mismos.
Para lograr los objetivos anteriores, se propone seguir los pasos propuestos en los esquemas

de la Figura 40.

Corroborar que la secuencia se

transcribe.

Expresion heteréloga de la Determinar si la proteina
secuencia Mas probable a S mmmemp EXPresada presenta la
la enzima PDD1. actividad cis- y trans-ndd.

f_l

Optimizacion de la construccion

Purificacion  de la
proteina y validacion de
las constantes

Almacenamiento de HPAs y localizacion de

PDD1
Fusionar la _protel'na Corroborar la actividad ndd
PDD1 a una etiqueta. en la proteina fusionada.

I

Optimizacion de la construccion Realizar cultivos en:

MMSP + B (a) pirene
MMSP + pireno
MMSP + fenantreno

Caracterizacion de los MMSP + glucosa

sitios de localizacion. :
Por  fluorescencia  observar la

t localizacion de los sitios de almacenaje

de HPAs y la ubicacion de la proteina.

Figura 40. Esquema propuesto para cubrir las perspectivas.
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Determinacion de la velocidad de reaccion

La velocidad de una reaccidon esta determinada por la cantidad de sustancia que es
transformada por unidad de tiempo, lo cual puede ser expresado como:

v = AE (1.1)
donde v: velocidad de la reaccion y AE: actividad enzimatica especifica.

Ya que, por definicion, se sabe que la actividad enzimética especifica es la medida de la
cantidad de enzima presente y la cantidad de sustrato transformado por unidad de tiempo,
en conjunto con la expresion (I.1) puede ser expresado como:

ACantidad de producto ~ _ Ac (| 2)
AUnidad de tiempo+Proteina  AtP '

v =AAE =

Para conocer la cantidad de producto formado se efectla el analisis espectrofotométrico de
la actividad y se recurre a la ley de Lambert-Beer, que relaciona la absorcién de luz con las
propiedades del material atravesado, es decir:

A= ¢edc 3)

donde A: absorbancia; €: coeficiente de extincion molar del NADP = 6.22x10° mol™cm™:
d: distancia y c: concentracion del analito.

Dado que la distancia de las celdas en los espectrofotometros ha sido estandarizada a 1 cm,
£+d es un valor constante que puede expresarse como k = 6.22x10° mol™

De la expresion (1.3), al despejar ¢ y sustituir k, se obtiene:

A
Cc = ; (|3l)
De la sustitucion de (1.3.1) en la ecuacion (1.2), se tiene:
Ac AA

Al medir la progresion de la reduccion de NADP, en el espectrofotometro, se genera un
gréafico en el que se relaciona la absorbancia de la muestra con el tiempo de reaccion:



La expresion:
A=mt+b (1.5)

donde m: pendiente de la recta y b: ordenada al origen; describe la velocidad de la reaccion,
en las etapas iniciales cuando el sistema se encuentra en optimas condiciones, de aqui se
puede despejar m, resultando:

m =2 (1.5.1)

m=2 (15.2)
Integrando (1.5.2) en (1.4), se tiene que para el célculo de actividad:

AA m
V=iar — xp (1.6)

ya que el valor de m esté definido en funcién del incremento en la absorbancia a lo largo de
un lapso de tiempo.
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Determinacion de las constantes cinéticas del trans-naftalendiol

Después de realizar los calculos de velocidad de reaccion con distintas concentraciones del
sustrato, y descartar los valores extremos y aquellos que no cumplian con el criterio de
pureza establecido, se calcul6 el promedio de velocidad para cada concentracion de sustrato
(Tabla 11.1), estos datos presentaron un comportamiento Michaeliano por lo que la
determinacion de Km y Vmax se realizaron siguiendo ese modelo.

[trans-naftalendiol] (mM) | v (mmol-min™mg™ de proteina)
0.36 0.34 £ 0.10
0.72 0.59+0.10
1.44 0.94 +0.13
1.8 1.35+£0.35
2.88 1.52 £0.08

3 2.46 £ 0.37
6 261+1.12
9 4,14 + 0.69
15 4.73+0.30
18 5.20+£1.00
19 4,81 +0.10
21 4.82+1.77

Tabla I1.1. Valores promedio de velocidad de reaccion con el sustrato trans-naftalendiol a una
concentracion constante de NADP.

La ecuacion de Michaelis-Menten es fundamental en cinética enzimética, fue derivada de
una reaccion irreversible en la que se convertia un sustrato en un producto. La progresion
de la reaccién puede expresarse como:
_ Vmax[s]

v = (11.1)
Los valores mostrados en la Tabla I1.1 se ajustaron a modelos lineales para obtener la Km y
Vmax. Con los datos de la Tabla 11.2, se construyeron los graficos mostrados en la Figura
15 de la seccion 6.1.4.1. Se usaron tres modelos para la determinacion de las constantes
Km y Vmax, Linweaver-Burk, Eadie-Hofstee y Hanes.

[S] Vv [SIV vI[S] 1/[9] v
0.36 0.34 1.06 0.94 2.78 2.96
0.72 0.59 1.21 0.82 1.39 1.69
1.44 0.94 1.54 0.65 0.69 1.07




1.8 1.35 1.33 0.75 0.56 0.74
2.88 1.52 1.90 0.53 0.35 0.66
3 2.46 1.22 0.82 0.33 0.41
6 2.61 2.30 0.43 0.17 0.38
9 4.14 2.17 0.46 0.11 0.24
15 4.73 3.17 0.32 0.07 0.21
18 5.20 3.46 0.29 0.06 0.19
19 4.81 3.95 0.25 0.05 0.21
21 4.82 4.36 0.23 0.05 0.21

Tabla I1.2. Valores usados para el ajuste a modelos lineales.

El método de dobles reciprocos de Linweaver-Burk utiliza una transformacion de la
ecuacion de Michaelis-Menten (11.1), invirtiendo ambos términos de la ecuacion se obtiene

1_ 1 K
; o Vmax + lelX[S] (I I.2)

y, a partir de esta expresion, realizando el analisis de correlacion lineal con los datos de la
Tabla 11.2, se obtuvo la ecuacién

y = 1.0271x + 0.182 (11.3)

con un Rz =0.99. De igual forma, se aplicd el modelo Eadie-Hofstee en el que se hace uso
de la ecuacion

v= —Km[”?] + Viax (11.4)
y de la cual se obtuvo la ecuacion
y = -6.6209x + 6.3762 (11.5)
con un R2 =0.87. Finalmente, el analisis con el modelo Hanes, dado por la ecuacion
2=t s
se obtuvo la ecuacion
y = 6.7222x — 7.3157 (11.7)

con R2=0.95.

Mediante (11.3), (11.5) y (I1.7) se obtuvieron los valores de Km y Vmax. Para las constantes
reportadas en la Tabla 4, se calculo el promedio de las obtenidas por los distintos métodos,
incluyendo las generadas con el software GraphPad Prism.
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Determinacion de las constantes cinéticas del NADP

Se calcularon las constantes cinéticas para el NADP cuando se usa cis-naftalendiol como
segundo sustrato, asi como para el trans-naftalendiol. Aunque en esta seccidn se muestran
los célculos realizados para el sustrato en conformacion cis, se realizdé el mismo
procedimiento para el sustrato trans.

[NADP] (mM) | v (mmol-min™-mg™ de proteina) | v’
3 0.19+£0.31 0.82
5 0.40+0.19 0.90
6 1.19+£0.49 1.02
8 1.36+£0.24 1.04
10 1.28 £0.03 1.03
12 1.65+0.58 1.06
15 3.62+1.30 1.17
18 3.26 £1.15 1.15
24 497041 121
30 4.01 +0.46 1.18
35 3.74+£1.00 1.17

Tabla I11.1. VValores promedio de velocidad de reaccién con el sustrato NADP a una
concentracion constante de 19mM de cis-naftalendiol.

Ya que valores de velocidad no se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten, para poder
calcular la Vmax mediante los modelos lineales, cada valor se elevo a 0.12 ya que con esta
potencia se obtenia el mejor ajuste a los modelos lineales (Tabla I11.1). Una vez ajustados
los datos al modelo Michaelis-Menten se calculd la Vmax mediante las ecuaciones (11.2),

(11.4) y (11.6).
Para el célculo de la Kapp se us6 la grafica de Hill descrita por la ecuacion

log|-=| = h log[S] - logK (111.1)

donde Y indica la fraccién de ligando unido por sitio de unién. El valor h se conoce como
numero de Hill y es una medida de la cooperatividad, para h = 1 no hay cooperatividad, h >
1 hay cooperatividad positiva y para h < 1 hay cooperatividad negativa. El término Y puede
ser remplazado por v, obteniendo asi:

log—— = h log[S] — logK (111.2)

Vinax—v

Aplicando la ecuacién a los datos experimentales se obtuvo el valor de h y Kapp.



Aunque h es un estimador de la cooperatividad de un sistema, Koshland y col. (1966) han
sugerido el uso de un indice (Rs) como medida de cooperatividad donde

__[S1a90 % de saturacion
RS " [S] a 10% de saturacion (I “3)

Para una hipérbola rectangular, que no describe cooperatividad, Rs sera igual a 81 y en el
caso de cooperatividad positiva y negativa serd& menor o mayor a 81, respectivamente. La
relacion entre Rs y la constante de Hill, esta dada por

R, = V81 (111.4)
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