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Resumen

Las glutarredoxinas son proteinas pequeiias, de aproximadamente 80 a 120
aminoacidos con plegamiento tipo tiorredoxina, un sitio activo CXXC/S y presentes en
organismos de todos los reinos. Algunas, catalizan reacciones de intercambio tiol-
disulfuro, mientras que otras utilizan el glutation para la biogénesis de centros Fe-S.

En este trabajo se profundiza sobre la reactividad de dos glutarredoxinas humanas:
Grx2 y Grx5. La primera, es activa en reacciones de intercambio tiol-disulfuro,
mientras que la dltima no. A raiz de esto, se plantea identificar el origen de las
diferencias funcionales en estas proteinas muy similares, a nivel estructural. Para ello,
distintas variantes de Grx2 y Grx5 se someten a ensayos relacionados a reactividad
nucleofilica, actividad enzimética y determinaciones de pKa de residuos de cisteina.

Los ensayos de reactividad nucleofilica, apuntan al estudio cinético de la reaccion
entre los tioles de cisteina y dos electréfilos: el monobromobimano (mBBr) y un
disulfuro de glutation marcado con fluoresceina.

Para evaluar la actividad de intercambio tiol-disulfuro, se siguio la reaccién entre la
proteina y un disulfuro mixto, de glutation y mercaptoetanol, por consumo de NADPH
dado por la glutatién reductasa.

El pKa se determin6 mediante distintas técnicas, observando: la absorbancia del
tiolato (RS’) a 240 nm, el espectro de emisién de las proteinas y las velocidades
iniciales de reaccion con mBBr; todo en funcién del pH.

La acidez de las cisteinas fue similar para todas las proteinas, al igual que para una
cisteina fuera del sitio activo de la Grx5. La reactividad con reactivo inespecifico
(mBBr) fue dos érdenes de magnitud mayor para Grx2 que para Grx5. En cuanto al
sustrato especifico (FGSSGF) se observé que la reaccion para la Grx2 resulté ser 10°
veces mas rapida que para la Grx5; y que la Ultima no posee actividad en el ensayo
enzimatico, a diferencia de la primera.
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1.Introduccién




1.1 Glutarredoxinas

1.1.1 Descubrimiento

A lo largo de su historia en la literatura cientifica, las actualmente llamadas
glutarredoxinas (Grx), han sufrido un particular problema de identidad.

Todo comenzé en el afio 1955, cuando el bioquimico austriaco, futuro descubridor
de la ATPsintasa, Efraim Racker se encontraba realizando estudios, en la universidad
de Yale, sobre la reduccion de glutation disulfuro (GSSG) a partir de glutation
reductasa (GSSG reductasa, o, GR) de extractos crudos de higado bovino. En el
proceso, encontré otros compuestos disulfuro que también lograban reducirse en
presencia del extracto. Entre ellos, se encontraba la homocistina, que se presenté
como la mas activa aceptora de equivalentes de reduccion. El estudio, se dirigio a
caracterizar la reduccion de homocistina, a partir de glutation (GSH) a través de un
nuevo tipo de enzima, encargada de catalizar la transferencia de protones, desde
tioles a disulfuros. Al sistema, y a la enzima, se los llamé “glutatibn-homocistina
transhidrogenasa”. Este primer encuentro con las futuras protagonistas, fue bastante
preliminar, debido a que no se contaba con proteina completamente purificada, por lo
gue no se le pudo asignar la funcion a una uUnica enzima[l]. Entonces, la actividad
transhidrogenasa desde sulfhidrilos a disulfuros, permanecié huérfana, por un tiempo.

Mas tarde, en el afio 1974, cientificos escandinavos plantearon cambiar el nombre
del tipo de proteinas que realizaban la funcion determinada por Racker. Demostraron
empiricamente que la enzima que cataliza el intercambio tiol-disulfuro (ver 1.2) entre
cistina y glutatién, lo hace siguiendo un mecanismo secuencial de dos sustratos, es
decir, primero disulfuro y luego tiol. A consecuencia de esto, llegaron a nombrar a
estas enzimas: “Tioltransferasas”, dada su capacidad de transferir tioles, como el
GSH, a disulfuros. Al mismo tiempo recomendaron evitar el nombre
“transhidrogenasa”, debido a que las reacciones de intercambio tiol-disulfuro,
presentaron intermediarios inesperados para las transhidrogenaciones[2].

No fue hasta dos afios mas tarde, que el pionero redox, referente de las tiorredoxinas
y también escandinavo, profesor Arne Holmgren, menciond en su publicacién a unas
proteinas térmicamente estables, capaces de reducir la enzima ribonucleétido
reductasa (RNR), las cuales el bautizé con el nombre de: “Glutarredoxinas” (Grx).
Estudiando una cepa de E.coli, mutante para tiorredoxinas (Trx), e incapaz de replicar
el ADN del fago T7; el profesor descubri6 otro sistema de reduccién presente en los
lisados bacterianos, dependiente de GSH y la enzima reductora de su disulfuro (GR),
gue a expensas del poder reductor del NADPH, podia recuperar la capacidad de
replicar el ADN del fago. Este sistema, en presencia de la RNR, también podia reducir
citosina-difosfato (CDP) a dideoxi citosina-difosfato (dCDP). Dicho sistema, presento
actividad similar al conocido hasta ese entonces, tiorredoxina-tiorredoxina reductasa
(Trx-TR), y perdia actividad si la GR era remplazada por TR. Concluyendo, el grupo
de Holmgren demostré, que el glutation puede proveer su poder reductor a la enzima
generadora de desoxinucledtido difosfato (ANDP), si esta acoplado a una novedosa
enzima, con aparente especificidad por el GSHI3].



En los dUltimos afios, se ha avanzado mucho en el conocimiento sobre
glutarredoxinas. Analisis filogenéticos y ensayos funcionales han revelado la
existencia de varias clases y el descubrimiento de nuevas funciones; entre ellas el rol
de glutarredoxinas en el metabolismo y la homeostasis del hierro. Este rol es tan
ubicuo como su actividad oxidorreductasa, y también se encuentra representado en
todos los organismosl[4].

Se ha visto que ciertas Grx son indispensables para la biogénesis de centros hierro-
azufre (Fe-S). Células de levadura mutantes en el gen grx5 demostraron deficiencia
en la formacién de centros Fe-S de proteinas como la aconitasa y succinato
deshidrogenasa, desencadenando crecimiento defectuoso y aumento de sensibilidad
a la oxidacién debido a la acumulacion de hierro libre[5, 6].

Paradojicamente, el nombre “glutarredoxina” no abarca, o describe de manera
adecuada, a todas las proteinas que integran a esta familia. Las que no usan el GSH
como sustrato para reducir disulfuros, quedan por fuera de lo que sugiere el nombre,
entonces la nomenclatura en cuanto a estas proteinas es algo que todavia necesita
de trabajo, pero mas que nada, de consenso. Se ha avanzado mucho en el
descubrimiento de nuevas isoformas y nuevas funciones para estas proteinas,
ampliando el rol que cumplen a nivel fisiolégico, mas precisamente en el campo de la
biologia redox.

1.1.2 Clasificacion y rol biolégico

Las glutarredoxinas son proteinas pequefias (10 a 16 kDa) de 80 a 120 aminoécidos,
con una amplia distribucion y diversidad en todos los dominios de la vida. Junto con
las Trx, son las principales responsables de mantener reducidos a los residuos de
cisteina del resto del proteoma, ante condiciones oxidantes desfavorables, mejor
conocidas como estrés oxidativo[7]. Las Grx se caracterizan por pertenecer a la
familia de proteinas que comparten el plegamiento tipo Trx[8], conteniendo al menos
un dominio con este tipo de configuracion estructural. Su motivo de sitio activo
CXXC/S, es caracteristico de la familia que integran y es el punto de partida de los
criterios clasificatorios. A nivel intracelular, cada organismo presenta un patron
determinado de Grx, que puede variar entre compartimentos en el caso de eucariotas:
existen Grx citosoélicas, mitocondriales, nucleares, del cloroplasto, del reticulo
endoplasmico y del aparato de Golgi[9, 10].

La clasificacion mas basica para Grx simplemente tiene en cuenta el numero de
cisteinas del sitio activo y las separa en dos grupos: Grx ditidlicas CXXC, y Grx
monotidlicas CXXS. Esta clasificacion fue por mucho tiempo “suficiente”, para
organismos que presentan una diversidad relativamente acotada de glutarredoxinas,
como bacterias, levaduras y humanos. No obstante, estudios evolutivos han llegado
a una clasificacién mas acertada, desde el punto de vista filogenético, y también mas
extensa, que ha distinguido a las Grx en seis clases. Las primeras dos clases, son las
mas “tradicionales”, ubicuas en todos los dominios de la vida, y comprenden a las
proteinas de este trabajo, las otras 4 clases son especificas de organismos
fotosintéticos[11].



Las Grx de clase | presentan un sitio activo del tipo C{P/G/SKF/YH{C/S}, son las mas
distribuidas y generalmente todas son activas en distintos ensayos de reduccion de
disulfuros, ademas del conocido caso de la reduccién de la ribonucledétido-reductasa
(RNR) por parte de la Grx1 de E.coli[12]. Esto ultimo involucra a las Grx de esta clase,
en la sintesis de dNTP, y por lo tanto en la sintesis de ADN. Mayoritariamente, se les
ha adjudicado a estas proteinas el rol de antioxidante, por su capacidad de reducir
disulfuros mixtos entre glutation y tioles de residuos de cisteina proteicos, en una
actividad llamada “deglutationilaciéon”, la cual se describira mas adelante. Algunas
proteinas de esta clase son capaces de coordinar centros hierro-azufre (Fe-S)
conjuntamente con el GSH. La Grx2 humana es un ejemplo bien estudiado de este
caso, ya que es capaz de unir centros [2Fe-2S] formando un homodimero inactivo; a
raiz de esto se ha propuesto que la coordinacion en estas enzimas es responsable
de modular su actividad[13, 14].

La clase Il se subdivide en dos grupos, compuestos por glutarredoxinas
monomeéricas y multiméricas, con un sitio activo altamente conservado, CGFS. Grx
multiméricas, como la 3 de humano y la 4 de levadura, pueden tener varios dominios
Grx, o bien, un dominio Trx. Se cree que el origen de estas glutarredoxinas proviene
de fendbmenos de duplicacion, a partir de un gen ancestral que poseia los genes Grx
y Trx fusionados[11].

Esta clase de Grx posee la particularidad de no presentar actividad de
deglutationilacion[15], a excepcion de algunos casos puntuales[16]. Por otro lado, su
rol mas activo a nivel biol6gico, esta relacionado con la biogénesis y transferencia de
centros Fe-S. Se ha notado empiricamente, que la ausencia de Grx monotidlicas,
como la 5 de S.cerevisiae, causan la acumulacion de hierro en la célula, promoviendo
el dafio oxidativo, y la inactivacion de enzimas que requieren de centros Fe-S para
desempeiar su funcion[6]. Otro de los roles asignados para esta clase de
glutarredoxinas es la capacidad de detectar la concentracion hierro en los distintos
compartimentos celulares y participar en la homeostasis del hierro junto con otras
proteinas[4].



SITIO ACTIVO

Cehs CGFS CCYs CR¥E CPWG CPWS

CLASE

Figura 1.1. Sitio activo de las seis clases de Grx. Las posiciones amino y carboxilo terminal del motivo se
representan con azul y rojo respectivamente. El tamafio de la fuente esta directamente relacionado con la
conservacion de los residuos en las distintas posiciones del motivo. Construido a partir de Couturier et al.,

2009[11].

La clase Il es especifica de plantas, e incluye a Grx con sitio activo CC{M/L/F¥{C/S}.
Las glutarredoxinas de clase IV, presentes en todos los eucariotas fotosintéticos,
poseen el dominio Grx en su N-terminal, con un sitio activo tipo CXX{C/S}, fusionado
con otros dos dominios de funcion desconocida, hacia su extremo C-terminal. Las
tltimas dos clases de Grx (V y VI), son exclusivas de cianobacterias, y presentan mas
de un dominio. Las Grx de clase V constan de un particular sitio activo CP{W/v}G,
mientras que las de clase VI tienen un motivo CP{W/yH{C/S}[9, 11].



1.1.3 El Glutatiéon

El L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, mejor conocido como glutatién, es el tiol de bajo
peso molecular mas abundante en los organismos de todos los dominios de la
vida[17]. Desde el punto de vista quimico, es un péptido particular porque presenta
un enlace peptidico inusual entre el acido carboxilico de la cadena lateral del
glutamato y el grupo amino de la cisteina.

GSH GSSG

Figura 1.2. Oxidacion del GSH a GSSG.

En general se lo describe como amortiguador redox y agente antioxidante en la
célula, dada su capacidad de reaccionar con especies reactivas del oxigeno y el
nitrdgeno, protegiendo a los componentes celulares sensibles a la oxidacién. No
obstante, su metabolismo celular es considerablemente mas amplio. EI mismo
comprende la detoxificacion de aldehidos, xenobioticos y metales pesados; la sintesis
de eicosanoides, esteroides y centros de hierro-azufre. El GSH también se encuentra
involucrado en el plegamiento oxidativo de proteinas, y la sefializacion redox[18].

Las concentraciones de GSH dependen del organismo, el tipo de celular y hasta del
compartimento intracelular. Existen estimaciones para el citosol de levaduras que se
aproximan a concentraciones de 13 mM[19, 20], mientras que para algunas bacterias,
como E.coli, puede llegar a 20 mM[21]. En el caso de eucariotas, para sus organelos,
las concentraciones de GSH, y su forma oxidada (GSSG), depende de fendmenos de
transporte mediados por moléculas transportadoras y porinas en la interface organelo-
citosol. Por ejemplo, para el periplasma mitocondrial la concentracion se equilibra
rapidamente con la del citosol, debido a la presencia de poros por los cuales el GSH
difunde[22]. En cambio, el ingreso de GSH y GSSG a otros compartimentos puede
estar regulado por transportadores, como el de la familia ABC, Ycfl, capaz de
transportar rapidamente el GSSG presente en el citosol al sistema de secrecion
vacuolar[23]. Algo similar sucede en el reticulo endoplasmico.

Dentro de la célula el GSH se encuentra mayoritariamente en su forma reducida, ya
gue las concentraciones de GSSG se estiman en el orden de 0,2 uM, como fue
reportado para levaduras[24]. Esto se debe, en parte, a la acciéon de la glutatién
reductasa, ademas del transporte activo anteriormente mencionado.
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El glutatién ha dejado una profunda huella en los organismos a nivel evolutivo. Esto
se ve reflejado en la existencia de por lo menos 5 plegamientos proteicos distintos
(dentro de ellos el Trx), que han optimizado sus interacciones y catalisis con el GSH
a lo largo de la evolucion. Estas proteinas dependientes de glutatién, permitieron a
eucariotas y procariotas metabolizar una variedad de sustratos electrofilos derivados
de la vida aerdbica y la exposicion a xenobiéticos[18].

1.1.4 Estructura: plegamiento Trx

Las glutarredoxinas pertenecen a la familia de las proteinas con plegamiento tipo
Trx[8]. Este tipo de arreglo estructural, comprende a proteinas de la clase de la
glutation transferasa (GST), proteina-disulfuro isomerasa (PDI), peroxirredoxina (Prx)
y glutation peroxidasa (GPx), ademéas de las ya mencionadas, glutarredoxina y
tiorredoxina. Pese a que no todas poseen funcionalidad redox, comparten una
caracteristica en comun, que es la quimica de cisteinas: todas participan en
reacciones con grupos tioles y/o disulfuro[25].

hTrxl

Figura 1.3. Plegamiento Trx en distintos miembros de la familia. Las hélices azules, hojas naranjas y bucles rojos,
muestran los elementos de la estructura secundaria del plegamiento Trx. Con bolas amarillas se representan las cisteinas.
En blanco se muestran los elementos que exceden al nicleo del plegamiento. Las estructuras corresponden a las
siguientes proteinas: E.coli Grx1 (PDB: 1EGO), h.sapiens GPx7 (PDB: 2P31), h.sapiens Trx1 (PDB: 1ERT), A.thaliana
GST (PDB: 1GNW), h.sapiens Prx2 (PDB: 51JT) y S.cerevisiae PDI (PDB: 2B5E).

El nucleo del plegamiento Trx, consiste en 4 hojas 3, rodeadas por tres hélices a.
Estas estructuras secundarias, se separan en dos grupos: “Bap”, cercano al extremo



amino (N-terminal), en el que sus hojas 3 (b1 y b2) son paralelas; y en el extremo
carboxilo (C-terminal), el grupo “BBa” en el que sus hojas b3 y b4 son antiparalelas.
Las hélices a1 y a3, se alinean en un plano paralelo al de las hojas 3, mientras que
a2 se encuentra en el plano opuesto y se orienta perpendicularmente con respecto a
las otras hélices[25, 26]. Lo anterior se puede percibir en la representacion
tridimensional de la Grx1 de E.coli, en la figura 1.4. Lo particular de esta proteina, es
gue es el mejor ejemplo del plegamiento Trx basico, porque no presenta estructuras
adicionales.

Otra caracteristica importante de este plegamiento, es la presencia de una prolina
en conformacion cis (cis-Pro), ubicada en el bucle anterior a la hoja b3. La misma se
encuentra cercana al sitio activo, y se ha descrito como posible determinante de la
funcion de proteinas con plegamiento Trx[27, 28].

Figura 1.4. Representaciones del plegamiento Trx. A la izquierda se muestra la distribucion de los
elementos de la estructura secundaria, las flechas naranjas y los cilindros azules representan las hojas B y las
hélices a respectivamente. Los bucles se indican en rojo. Los simbolos amarillos y negros identifican los
residuos del motivo Cys-X-X-Cys/Ser, el pentagono negro representa el cis-Pro. Los recuadros segmentados,
azul y rojo, sefialan los grupos Baf N-terminal y BBa C-terminal respectivamente. La figura de la derecha es
una representacion tridimensional de la Grx1 de E.coli (cédigo PDB: 1EGO). Para esta figura se mantuvo el
cédigo de colores empleado en la representacion de la izquierda.

El sitio activo para las Grx es un motivo Cys-X-X-Cys/Ser, ubicado en el bucle
(“Loop”) que se forma entre la hoja 1 y la hélice a1. La cisteina N-terminal se ubica
en el bucle, mientras que la C-terminal, se encuentra en la primera vuelta de la hélice
al.

La cisteina N-terminal, esta relativamente expuesta al solvente, tiende a ser la mas
acida en términos de pKay es la encargada de iniciar la catalisis, en el caso de las
Grx con actividad oxidorreductasa. No obstante, el residuo de cisteina C-terminal esta
menos expuesto al solvente y presenta un valor mayor de pKa.

A diferencia de otras oxidorreductasas de cisteina de la misma familia, las
glutarredoxinas presentan una afinidad inherente por la entidad glutation en disulfuros
[29, 30]. Existe un surco en la superficie de las Grx, que esta constituido por residuos
gue forman interacciones polares, o de enlace de hidrogeno (EdH), con el glutation.
Para estructuras de Grx formando disulfuro con GSH (Grx-SSG) de humano, levadura
y E.coli, se ha visto que el esqueleto carbonado del residuo de cisteina del GSH,
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forma enlaces de hidrégeno con los grupos amida y carbonilo de un residuo de valina
conservado. Los grupos carboxilato y amino del y-glutamato, son estabilizados por
residuos con carga complementaria, por lo que se ha visto en la mayoria de las
estructuras; no obstante, los residuos responsables de estas interacciones, difieren
entre especies. El grupo carboxilato de la glicina del GSH, es estabilizado por residuos
dadores de EdH, o, interacciones polares con residuos cargados positivamente, como
lisinas o argininas[31]. También se ha reportado, que el carboxilato de la entidad y-
glutamato es estabilizado por el extremo positivo del dipolo de la hélice a3[32]. En la
figura 1.5, se resumen las interacciones descritas.

Cédico de colores:
E.coli Grx1
H.sapiens Grx1
H.sapiens Grx2

& \%"g:\\») V59 (NH) 173 (g
?‘Og,q® V69 (NH) k71 @ue;’o"')
V81 (NH) ;'94(/\/,.,} )
95 (NH, OH}
Kas (NH3) @ d 7 :
K19 (NH;
K34 (NH3
() \ sbe/
$> Y,
‘ ‘9&3;1,/4/,5;’/
V69 (NH) D74 (COOY) %

Figura 1.5. Mapa de interacciones conservadas entre Grx y el glutation. Entre paréntesis se indican los grupos
funcionales de los residuos que participan en la interaccion. La figura es una adaptacion de Gallogly et al., 2009 [31].

Existe una serie de componentes estructurales que diferencian a las Grx de clase |
de las de clase Il. Entre ellos se destaca una insercion de 5 residuos, que forma un
Loop previo al sitio activo, es decir, entre la hoja 1 y la hélice a1. Esta estructura,
presente en Grx de clase Il y ausente en las de clase |, podria llegar a ser uno de los
factores que justifiquen, en parte, la diferencia funcional entre proteinas de ambas
clases. En la figura 1.6, se muestra esta diferencia para las proteinas de este trabajo.
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Figura 1.6. Alineamiento de las estructuras de glutarredoxinas 2 y 5 humanas. En violeta se representa la
estructura de la hGrx5 (PDB: 2MMZ) y en rojo la hGrx2 (PDB: 2CQ9). En verde se indica el Loop de la hGrx5,
constituido por los residuos PEQPQ. Las cisteinas N-terminales de sitio activo se representan como bolas y
palos.
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1.2 Intercambio tiol-disulfuro

1.2.1 Aspectos generales

El enlace disulfuro, y su formacién, tienen una amplia relevancia en los procesos
bioldgicos. Estan involucrados en catalisis enzimaticas, proteccion contra el dafio
oxidativo, estabilizacion de proteinas y regulacion de la actividad bioldgica.

La formacion del enlace disulfuro, a través de la reaccién de intercambio tiol-
disulfuro, es un proceso completamente reversible en el que un grupo tiol en su forma
tiolato reactiva, realiza un ataque nucleofilico sobre uno de los dos azufres del enlace
disulfuro (ver figura 3), en un mecanismo de sustitucion nucleofilica tipo Sn2. La
estabilidad del disulfuro a formar, o romper, depende de una serie de caracteristicas
del medio. Entre ellas, la naturaleza del oxidante o el reductor, es decir, el caracter
nucleofilico del tiol atacante, la reactividad del azufre electréfilo y la estabilidad del
grupo tiol saliente; y la cinética de las reacciones directa y reversa[33].

S

~

R __
R g~ + R—S

Figura 1.7. Esquema genérico de la reaccion de intercambio tiol-disulfuro. Las flechas indican los
movimientos electrénicos.

La constante de equilibrio de la reaccion, referida como Kox en la figura 1.7, va a
depender de la estabilidad entre los dos disulfuros y los dos tioles (tiolatos) y tiene la
forma que se presenta a continuacion.
__[RSSR][RS™]
~ [RS~][RSSR]

Ko, Ec. 1.1

A nivel bioldgico, el par redox predominante es el de glutation y su disulfuro, debido
a las altas concentraciones que llega a alcanzar en células eucariotas, de 2 a 10 mM.
Es por esto que se le ha adjudicado el caracter de amortiguador redox y se lo ha
empleado como estandar, para determinar constantes de equilibrio de oxidacion y
potenciales redox, de distintos tioles. La constante Kox, trata de representar la
estabilidad termodinamica del disulfuro mixto formado, en comparacién con el
disulfuro simétrico de glutation. Cuanto mas estable sea el primero en relacion al
ultimo, mayor sera el valor de Kox[33]. En la ecuacion 2, se plantea la constante
teniendo en cuenta el par GSH/GSSG.

__ [RSSG][GS™]
~ [RS~][GSSG]

Ec.1.2

KOx
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No obstante, las suposiciones de equilibrio tomadas anteriormente, no tienen lugar
en el contexto biologico. La accion de la enzima glutation reductasa (GR), que reduce
GSSG a expensas de NADPH, disminuye la concentracién de GSSG, afectando el
equilibrio planteado. Y no solo la accidn especifica de esta enzima, una enorme
cantidad de reacciones redox entre tioles de distinta indole y GSSG, que generan
equilibrios alternativos de disulfuros mixtos, eliminan cualquier oportunidad de que se
establezca un equilibrio. A su vez, el complejo metabolismo del glutation, nos lleva a
pensar en términos de flujo del Ultimo como metabolito, y no como concentraciones
acumuladas que pueden ser calculadas a partir de la suposicion del equilibrio.
Adicionalmente, la distribucién del GSH dentro de la célula no es del todo conocida.
Existen transportadores con aparente especificidad por el glutation[23], ademas de
poros que pueden ser atravesados por el mismo[18]. Esto ultimo indica que las
concentraciones de GSH pueden variar rapidamente entre compartimentos,
dependiendo de los eventos celulares ocurriendo en un determinado momento, lo que
dificulta alin mas las conclusiones a partir de célculos de la concentracion de las dos
especies, expresada como valores de potencial redox.
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1.2.2 Deglutationilacion

La reaccién de deglutationilacién, es llevada a cabo generalmente por
glutarredoxinas (Grx) de clase |, sobre disulfuros entre residuos de cisteina proteicos
y glutation. El nombre de la reaccion, proviene de la accion que tienen las Grx de
quitarle el glutation a las proteinas que se encuentran oxidadas con el mismo. A
consecuencia de lo ultimo, al proceso inverso a la deglutationilacion se lo llama
glutationilacion.

NADP*

GS—SG NADPH

Figura 1.8. Esquema de la reaccion de deglutationilacion, entre una proteina genérica formando un disulfuro
con glutation (proteina azul) y una glutarredoxina con sitio activo CXXC (proteina roja). Los azufres marcados
en azul y rojo, corresponden a los grupos tiol de las cisteinas amino y carboxilo terminal respectivamente. La
sigla GR en violeta, representa a la enzima glutation reductasa. Para la realizacién del esquema no se tuvo en

cuenta la estequiometria del paso 3.

El mecanismo, que se ve en la figura 1.8, consiste en los siguientes 3 pasos
principales. En el paso 1, el tiolato de la cisteina aminoterminal de la Grx realiza un
ataque nucleofilico sobre el disulfuro entre GSH y el residuo de cisteina de una
proteina dada. Los productos de este primer paso son, la proteina reducida y la Grx
oxidada, con su cisteina formando un disulfuro con el GSH (Grx-SSG).

A partir de este punto, la catalisis puede seguir directamente al paso 2, o, atravesar
antes el paso 2S. En el paso 2S, la cisteina C-terminal de la Grx realiza un ataque
nucleofilico sobre el disulfuro Grx-SSG, formandose un disulfuro intramolecular entre
las cisteinas N y C-terminal de la Grx (Grx-S2) y glutation reducido. No obstante, para
poder finalizar el ciclo catalitico la especie Grx-Sz debe volver a glutationilarse y
atravesar el paso 2. En la reaccion 2, una molécula de GSH se encarga de reducir el
disulfuro Grx-SSG, regenerando a la Grx reducida y formando GSSG. Este ultimo se
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reduce a dos moléculas de GSH mediante la enzima glutatién reductasa a expensas
del poder reductor del NADPH, en el paso 3.

Al estilo de catélisis que realizan las Grx, se le llama con el nombre de “Ping-Pong”.
Esto es debido a los mecanismos correspondientes a los pasos 1y 2, que son de
doble desplazamiento nucleofilico o, intercambio tiol-disulfuro secuencial. Este
comportamiento se ve para enzimas que dependen de dos sustratos para llevar a
cabo un ciclo catalitico completo (bisustraticas).

P B Q
E EA =—=FFP F FB &—— EQ E

Figura 1.9. Esquematizacién de la catdlisis Ping-Pong. El sustrato A, representaria al disulfuro mixto de
glutation. Luego de la transicion EA-FP, se libera la entidad que formaba el disulfuro con el GSH (una
proteina, o un tiol de bajo peso molecular) y queda la forma de la enzima glutationilada (Grx-SSG), F. Luego
el segundo sustrato, B (GSH), se una a la forma F, siguiendo el paso de regeneracion de la enzima, en el que
se libera el segundo producto Q (GSSG).

En la mayoria de los casos, las Grx realizan su catalisis sin atravesar el paso 2S, ya
gue este no representa ninguna ventaja cinética. De todas maneras esta reportado,
gue la Grx de E.coli, encargada de reducir a la enzima ribonucleétido reductasa, utiliza
un mecanismo que involucra la formacion del disulfuro entre cisteinas de sitio
activo[34]. Por lo tanto, las glutarredoxinas tendrian diversas maneras de actuar,
segun el blanco a reducir y las condiciones en las que se encuentren, de modo que
no existe un Unico mecanismo catalitico. Esta versatilidad en cuanto al mecanismo,
podria implicar la posibilidad de algun tipo de regulacion a nivel del paso 2S. Por
ejemplo, la Grx en ciertas condiciones, podria dirigir su catalisis a la formacién del
disulfuro intramolecular, retrasando la finalizacion del ciclo.
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1.2.3 Ensayos de actividad y titulacion de tioles proteicos

Existen diversos ensayos para estudiar la actividad oxidorreductasa dependiente de
glutation de Grx. EI mas célebre es sin dudas el de la formacion de dCDP a partir de
CDP, por la enzima ribonucleétido reductasa, dependiente de la reduccion por Grx1,
a expensas de la GR y NADPH. Este ensayo es especial en el contexto histérico del
descubrimiento de Grx, ya que el nombre de las glutarredoxinas como tales, aparece
por primera vez en el trabajo de Holmgren en 1976, en el cual se realiza este
procedimiento[3].

Otra metodologia de determinacion de la actividad Grx que ha sido muy usada, es
el ensayo HED. El mismo consiste en la reduccion del disulfuro mixto GSSEtOH,
formado por el B-mercaptoetanol (B-ME) y el glutation, mediada por Grx, y seguida
por el consumo de NADPH por parte de la GR (figura 1.10). El inconveniente de este
ensayo, de la manera en que es usado generalmente, es que se desconoce la
concentracioén inicial del sustrato disulfuro previo al inicio de la reaccion con Grx, lo
gue dificulta la reproducibilidad del método.

1
- g 2] i 3] 4]
(HEDS) > (GSSEtOH) 2 2nd
GSH
3 ( s
/s % SSG % SH % GSSG —> GSH
+
s GSH ¢4 HS + @-SH + GSH,, , i NADI:H NADP+
1st +H
@-sse @-sn
OH OH (2-ME)
" ] - 2] 3]
(GSSEtOH) 2
GSH
{ s
$8G1gy > SH o GSSG —b GSH
+

GSH, + NADPH NADP+
nd
+H+

+
@-sse @-sn
Figura 1.10. Comparacion del ensayo HED tradicional con el modificado para este trabajo. Adaptado de
Begas et al., 2015[35].

Para este trabajo, procedimos a sintetizar y purificar el GSSEtOH (ver 3.2.1), con el
fin de tener una concentracion conocida de este reactivo al iniciar el ensayo, de
manera de obtener resultados mas reproducibles y liberarnos del paso de sintesis no
enzimatica del sustrato.
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Para determinar el valor de pKa de cisteinas en proteinas, existen diversas
metodologias, que se pueden categorizar en espectroscopicas (Absorbancia UV,
Fluorescencias, Raman, RMN), quimicas (alquilacién, determinacion de constantes
cinéticas), calorimétricas, espectrométricas y potenciométricas[36].

Un ejemplo de un método espectroscopico, es el de la titulacion del azufre tiolato por
el seguimiento de la absorbancia a 240 nm, aprovechando el hecho de que el tiolato
absorbe mucho mas que su forma acida en esa longitud de onda (diferencia entre ¢s.
y €sn de 4000 a 6000 M1cm2[37]).

Otro enfoque, consiste en aprovechar la emision de residuos de triptéfano y tirosina,
para determinar el pKa de cisteinas con relativa proximidad espacial a los dos
anteriores. Los cambios en la intensidad de fluorescencia de estos aminoacidos en
proteinas, se dan principalmente por interacciones especificas (grupos que puedan
reaccionar con los estados excitados) o por efectos de exposicion al solvente. Es por
esto que la fluorescencia de estos residuos sirve como sonda para detectar cambios
moleculares conformacionales en proteinas. Para la situacion de cisteinas, es de
esperar que, si el residuo fluoroforo es relativamente cercano en el espacio, la forma
tiolato aniénica pueda llegar a tener un efecto en la emision, distinto al del tiol. Otra
posibilidad, es que la transicion tiol/tiolato, altere la conformacion local, afectando
también la emision[38]. En este tipo de técnica, se pueden tomar dos parametros del
espectro: intensidad y/o centro de masa, y ver su cambio con respecto al pH. El dltimo
parametro, es la mediana de las longitudes de onda, considerando la intensidad como
factor de ponderacion (ver Ec. 3.3).

Una posibilidad adicional, es determinar el pKa de cisteinas proteicas, mediante el
estudio de la alquilacion de las mismas a distintos valores de pH.

El syn-(metil,metil) Bimano, o solo Bimano, es un compuesto quimico fluorescente,
capaz de emitir a un Aem de 482 nm, si es excitado a un Aex de 390 nm. Las variantes
halogenadas del Bimano, por ejemplo, el monobromobimano (mBBr), no presentan
fluorescencia debido a que el elemento halégeno (en este caso el Br) actia como
“Quencher”, disminuyendo la capacidad de emitir luz a la determinada longitud de
onda. La sustitucion nucleofilica del halégeno por otro tipo de nucledfilo, reestablece
la fluorescencia del Bimano, disipando el efecto Quencher proveniente del Br.
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Figura 1.11. Estructura del Bimano y monobromobimano (mBBr).

El mBBr posee una alta especificidad por los nucledfilos de grupos tiol, es decir,
tiolatos (RS"). La presencia de este tipo de nucledfilos en proteinas vy tioles de bajo
peso molecular, hace que el mBBr sea una buena herramienta para marcar y
cuantificar dichas entidades. La reaccion entre grupos tiolato y mBBr, consiste en una
sustitucion nucleofilica del tipo Sn2, en la que se obtienen como productos, el tiol
alquilado con bimano, o sea el producto fluorescente, y el grupo saliente bromuro (ver
figura 2).

0 o) 0] 0
/) \N/
CHs
/
R

Br CHs

Figura 1.12. Esquema de reaccion entre un tiolato genérico y el mBBr. Se visualiza la formacion del tioéter
con bimano (fluoréforo) y bromuro.

El uso de halobimanos como sondas fluorescentes, fue introducido por primera vez
en 1979 a través de un trabajo de Kosower y colaboradores, en el que estudiaron el
uso de monobromo, dibromo y monobromotrimetilamonio bimano, para cuantificar y
determinar tioles celulares[39]. Desde ese entonces, se han desarrollado métodos
que utilizan mBBr para determinar nucleofilia y pKa de residuos de cisteina proteicos
y tioles de bajo peso molecular, otorgandole al mBBr un papel importante en el estudio
cinético de la reactividad de tioles.

Existen varias ventajas a la hora de usar el mBBr como sonda cinética. En primer
lugar, la sensibilidad que provee su fluorescencia, con la capacidad de determinar
concentraciones de producto a nivel nanomolar, y seguir el aumento de fluorescencia
en el tiempo a medida que se forma el producto. Otro aspecto a tener en cuenta, es
su pequefio tamarfio, ya que no impone efectos estéricos que dificulten la reaccion.
Por otra parte, la ausencia de grupos acido/base descarta que los efectos del pH
puedan afectar sus propiedades espectrales; algo que es de mucha conveniencia, si
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se quiere determinar valores de pKa. Por dltimo, la inespecificidad del mBBr como
sustrato de proteinas, permite comparar nucleofilia de cisteinas entre distintas
proteinas, ya que no existirian interacciones a nivel de sitio activo, que favorecieran
la reaccion[40].

1.2.4 Nucleofiliay pKaen Grx

Las reacciones de intercambio tiol-disulfuro son del tipo Sn2, en las que la velocidad
es dependiente de la basicidad (pKa) de los nucleofilos y grupos salientes, y la especie
reactiva es el anion tiolato[41]. Por lo tanto, un buen nucledfilo, serd aquel que posea
un pKa mayor, y un buen grupo saliente, el que posea un menor valor de pKa.

La ecuacion 1.3, surge de un trabajo de Szajewski y Whitesides del afio 1980[42],
en el que llevan a cabo un andlisis minucioso de datos de velocidad y equilibrio para
reacciones de intercambio tiol-disulfuro entre mono, y ditioles, y GSSG. En este
trabajo, demuestran que las constantes de velocidad para estas reacciones se
correlacionan bien con ecuaciones del estilo de la 1.3.

log k = C + BrucpK3™e + B.pK§ + ByspKy® Ec. 1.3

La ecuacion presenta los coeficientes de Brgnsted para los azufres nucledfilo, central
y grupo saliente, B, Bc Y Bgs respectivamente. Los valores para los coeficientes
fueron determinados en ese mismo trabajo, y se vio que correlacionaban bien con los
datos reportados para las constantes de velocidad de intercambio tiol-disulfuro (k) de
una gran cantidad de tioles. En la ecuacion 1.4, se introducen los valores de los
coeficientes By, B, Bgs Y C.

logk = 7,0 + 0,50pK24¢ — 0,27pKS — 0,73pKE® Ec. 1.4

Tanto, la ecuacion 1.3, como, la 1.4 describen la existencia de una dependencia
entre la k y el pKa de las especies reactivas, para un grupo heterogéneo de tioles.
Para tioles no proteicos, se vio que su k en funcion del su pKa marcan una tendencia
lineal (ver figura 4.10).

Ahora bien, para tioles proteicos, no existe dicha correlacion, y los valores de las
constantes quedan fuera de la tendencia. Esto se debe a efectos del entorno proteico
en cuanto al tiol, que involucran interacciones a nivel de estructura terciaria entre el
ultimo y residuos vecinos. Si, por ejemplo, deseamos calcular el valor de k para la
reduccion del disulfuro GSS-Cys con la Grx1, podemos tomar los valores de pKa
conocidos para las distintas especies (GSH: 8,7, Cys: 8,73 y Grx1: 3,5) e introducirlos
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en la ecuacion 1.4. Esto da un valor de k de 1,07 M1st. No obstante, los valores de
k para este paso de reaccion, determinados en la literatura, son del orden de 10% M-
1s1[43].

En el caso de glutarredoxinas, sus residuos de cisteina N terminal de sitio activo
particularmente acidos, representan una situacion favorable como grupo saliente en
la reaccién correspondiente al paso 2 del esquema de la figura 1.8. Se estima que
para una reaccion de intercambio tiol-disulfuro dada, la constante de segundo orden
aumenta por un factor de 3 a 5, a medida que desciende el valor de pKa una
unidad[43]. Esto favorece claramente la velocidad de la reduccion del disulfuro mixto
Grx-SSG.

La acidez caracteristica de la cisteina N terminal, nucleofilica, de Grx, la hace un mal
nucledfilo. Sin embargo, se ha visto que para Grx el primer paso de reaccion,
dependiente del ataque nucleofilico de la cisteina aminoterminal, es extremadamente
rapido y no es el limitante de la reaccién de deglutationilacion. Experimentos de
titulacion de la actividad de Grx, han demostrado que el paso limitante de la catalisis
es dependiente de la ionizacion del GSH, al obtener valores de pKa en el entorno de
8,5, idénticos a los del GSH pero muy distintos a los de Grx (3,5 en adelante) [44-46].
Esto sugiere, que en la primera reaccion del mecanismo, existen otros factores que
compensan la aparente baja nucleofilia, de la cisteina catalitica. Estos factores
tendrian que ver con el acomodamiento de la entidad GSH en el sitio activo de Grx,
mediado por las interacciones ya mencionadas (ver 1.1.4).

Uno de los aspectos mas interesantes de Grx es su versatilidad en cuanto al uso del
GSH como sustrato. Las Grx de clase I, usualmente lo usan para llevar a cabo la
deglutationilacion de proteinas en los distintos compartimentos celulares; mientras
que las de clase Il, dependen del GSH para la coordinacion de centros Fe-S. Existe
una serie de componentes estructurales que diferencian a las Grx de estas dos
clases. Entre ellos se destaca una insercion de 5 residuos, que forman un Loop previo
al sitio activo, en Grx de clase Il (ver 1.1.4). En base a esto, formamos nuestra
hipotesis, que consiste en que el Loop presente en Grx de clase I, ausente en las de
clase |, impide el uso de GSH como sustrato redox. Para evaluar nuestra hipotesis
seleccionamos dos glutarredoxinas humanas de mitocondria, Grx2 y 5,
correspondientes a las clases | y Il respectivamente, y las sometimos a una serie de
ensayos. Estos consistieron en determinaciones de pKa, cinética bimolecular y
cinética enzimatica. También realizamos estos ensayos con mutantes de cisteina de
ambas Grx, y con una variante de region de la Grx5, que consistio en la sustitucién
de los residuos del Loop, por residuos de glicina. Logramos determinar valores de
pKa, para todas las proteinas, y constantes de velocidad para el primer paso de la
catalisis. Llevamos a cabo un estudio de la cinética de estado estacionario de las Grx
gue presentaron actividad de deglutationilacion, hallando un comportamiento no antes
visto para estas enzimas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar los origenes estructurales de las diferencias que determinan la reduccién
de disulfuros de glutation por parte de la cisteina N-terminal de dos glutarredoxinas
humanas, Grx2 y Grx5, de clase |y Il respectivamente.

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del Loop B1-a1 en cuanto a la utilizacién del glutation como
sustrato redox.

e Alterar este motivo estructural en la Grx5, con el fin de demostrar la posibilidad
de intercambiar la funcion entre Grx de clase 1y Il.

e Llevar a cabo un estudio de nucleofilia y pKade cisteinas en ambas proteinas,
para esclarecer aspectos de la actividad de deglutationilacion.

e Estudiar la catdlisis enzimatica de glutarredoxinas para entender sobre la
especificidad por los sustratos y la velocidad de reaccion.
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3.Materiales y Métodos
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3.1 Materiales de uso general

3.1.1 Proteinas en este trabajo

En esta seccion se define el repertorio de proteinas utilizadas a lo largo de la tesina.
El mismo consta de dos glutarredoxinas humanas, hGrx2 y hGrx5, junto con sus
respectivas variantes. Como se presenta en la tabla 3.1, este repertorio se puede
dividir en tres grupos teniendo en cuenta el tipo variacion que presentan las proteinas.
El primer grupo es el de las proteinas expresadas en su forma salvaje, o también
referidas como “wild type” (WT), este grupo esta constituido por hGrx2WT y hGrxX5SWT
con su secuencia canodnica, sin la sefial de localizacion mitocondrial. El segundo
grupo corresponde a las proteinas que fueron mutadas en residuos de cisteina por
serina; dentro de ellas se encuentran: hGrx2 C40S, hGrx5 C67S y hGrx5 C122S. Por
ultimo, estan las proteinas que son mutantes de regién. Dentro de las mismas se
definen las mutantes de “Loop” y de poli-glicina (poli-Gly). Con el fin de investigar el
posible rol funcional de esta estructura, se expresoé la mutante hGrx5 -Loop + poli-Gly.
En la figura 3.1, se pueden visualizar las secuencias aminoacidicas de las proteinas
estudiadas.

Tabla 3.1. Caracteristicas de las proteinas en este trabajo. Con C, se indican las cisteinas del sitio activo.

Proteina hGrx2 hGrx5

Sitio activo CSYC CGFsS

Cisteinas adicionales - C122
UniProt Q9NS18 Q86SX6

€80 nm WT (Mtcm?) * 7450 11460
Peso Molec,rular WT (Da) 12152 13608

) C67S
Variantes Cys C40Ss C122S

Variantes de regién - -Loop + poli-Gly

™ Los valores de absortividad y peso molecular, fueron calculados teéricamente a partir de la secuencia canénica de
las proteinas (excluyendo la sefial mitocondrial), en el sitio web de ExPasy, ProtParam.
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29 39 49

hGrx2 WT = 2 =
IQETISDNCV VIFSKTSCSY CTMAKKLFHD /

29 39 49

hGrx2 C40S = =
IQETISDNCV VIFSKTSCSY STMAKKLFHD /

42 52 62 72 122 132
GSGAGGGGSA EQLDALVKKD KVVVFLKGTP EQPQCGFSNA / GGC DILLOMHQNG

hGrx5 C122S

42 52 62 72 122 132
GSGAGGGGSA EQLDALVKKD KVVVFLKGTP EQPQCGFSNA / GGS DILLQMHQNG

/ LE R

hGrx5 C67S 42 52 62 72 122 132
GSGAGGGGSA EQLDALVKKD KVVVFLKGTP EQPQSGFSNA / GGC DILLQMHQNG /
/ eee

42 52 62 72 122 132
GSGAGGGGSA EQLDALVKKD KVVVFLKGGG GGGGCGFSNA / GGC DILLOMHQNG /

Figura 3.1. Secuencias de las proteinas estudiadas en este trabajo. Los aminoacidos con fondo amarillo y
fuente de mayor tamafio, son los del sitio activo. Los residuos de cisteina se encuentran representados en
dorado y las mutaciones, ya sean cisteina por serina o variantes de regién, aparecen del color de los cuadros
con el nombre de la proteina correspondiente a la mutacion. Para las hGrx5, los residuos del “Loop” se
representan en azul.

3.1.2 Soluciones amortiguadoras

Amortiguador TMA1: 30 mM TRIS, 15 mM MES, 15 mM acido acético 120 mM NacCl,
0,1 mM DTPA, pH 7 (mantiene la fuerza i6nica constante en 0,15 M a lo largo del
intervalo de pH de 3,6 a 9,1)[47].

Amortiguador A: fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,8.

Amortiguador de lisis: amortiguador A con el agregado de 50 mg de lisozima y media
pastilla de inhibidor de proteasa, SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
EDTA-Free, cada 50 mL de amortiguador.

Amortiguador B: fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 7,8.

Amortiguador P: fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4.

Amortiguador TE: 1 M TRIS, 10 mM EDTA, pH 8. (10X)

Amortiguador TMA 2: 1 mM TRIS, 0,5 mM MES, 0,5 mM &cido acético, 149 mM
NaCl, pH 7,1.

Amortiguador borato: 200 mM &cido bdrico, pH 8,5.
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3.1.3 Medios de cultivo

Medio LB (Luria-Bertani): 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de NacCl, 10 g/L de
triptona.

Medio 2XYT: 16 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NaCl, 10 g/L de triptona.

3.2 Métodos

3.2.1 Procedimientos generales

Estos procedimientos son de caracter preparativo. Son instancias previas,
intermedias o finales, de los procedimientos especificos que buscan cumplir los
objetivos del trabajo.

Expresion vy purificacidon de proteinas

Las proteinas utilizadas en este trabajo fueron expresadas en células de E. coli de
la cepa BL21 (DES3), transformadas con dos tipos de vectores. El vector utilizado varié
para las distintas versiones de glutarredoxinas. Para las versiones salvajes y
mutantes de cisteina por serina, el vector fue pET32a, que les otorga a las células
resistencia a la ampicilina. Por otro lado, para las mutantes de Loop y poliGly, el vector
usado fue el pET28a, que otorga a las células resistencia ante la kanamicina. En
ambos vectores, las proteinas clonadas fueron expresadas con una etiqueta de
afinidad de hexahistidina en la regiébn amino terminal, y un sitio de corte para proteasa
TEV, entre la etiqueta y la secuencia proteica.

Para este trabajo se expresaron y purificaron la hGrxX5SWT y la hGrx5-Loop+poliGly.
El resto de las proteinas fueron expresadas y purificadas por Karin Grunberg,
integrante de este proyecto[48].

Para la expresion, se parte de crioindculos de células BL21(D3) de E. coli,
almacenadas a -80 °C en medio de cultivo con 15% de glicerol. Se comienza con un
pre-cultivo realizando un indculo del crioindculo de células BL21 transformadas, en 5
mL de medio LB (Luria-Bertani) suplementado de 50 pg/mL de medio de kanamicina,
0, 100 pg/mL de medio de ampicilina, dependiendo de si el vector es el pET28-a o el
pET32-a respectivamente. El pre-cultivo es incubado a 37°C, con una agitacion orbital
de 220 RPM, durante toda la noche.

Luego se lleva a cabo el escalado, inoculando los 5 mL de pre-cultivo en dos
matraces Erlenmeyer de 2 L que contienen 500 mL de medio 2XYT suplementado
con la misma concentracién de antibidtico que el pre-cultivo, y fueron incubados a
37°C con agitacion a 220 RPM hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm
(ODeoonm) de entre 0,8 y 1. Una vez que se llegd al valor de ODeoorm deseado, se
indujo la expresién de proteina con IPTG 0,2 mM, y se incub6 a 20°C, con 220 RPM
de agitacién, toda la noche.
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Subsecuentemente, se cosecharon las células mediante una centrifugacién, en dos
tubos de 500 mL, a 4000xg, bajo una temperatura de 4°C, durante 15 minutos. Luego
se descartd el sobrenadante y se pesd el pellet para poder resuspenderlo en
amortiguador de lisis, siguiendo una razon de 4 mL por cada gramo de masa celular
obtenida. Lograda la resuspension del pellet, y al mismo tiempo, el inicio de la lisis
celular, se prosiguio con el sonicado en bafio de hielo, el cual se programo en 3 ciclos,
de 180 segundos alternando 1 segundo on/l segundo off. Posteriormente se le
agrego al producto del sonicado, 0,01 U/mL de ADNasa, 10 mM de MgCl2 y 1 mM de
fluoruro de fenilmetisulfonilo (PMSF), y se centrifugé durante una hora, a 18000xg y
4 °C. El sobrenadante (lisado) se filtr6 con filtros de 0,22 um; mientras que el pellet,
gue tiene restos de membrana celular entre otros componentes insolubles, se
descarto.

Dada la etiqueta de histidina en el extremo N-terminal de estas proteinas, la
purificacion se realizé por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(IMAC), con columnas HisTrap GE Healthcare de 1 mL. Una vez que se equilibré la
columna con 5 volumenes de amortiguador A, se sembré el lisado a un flujo de 1
mL/min. Luego, otros 5 volimenes de amortiguador A se hicieron pasar, para
recolectar aquellos compuestos que no se unieron a la columna; a esta fraccion se la
nombré fraccién no unida uno (FNU1). Después, se colocé la columna cargada, en
un equipo AKTA FPLC y se realiz6 un lavado con 4% de amortiguador B (LAV1).

Posteriormente, se eluyo la proteina en un gradiente de amortiguador B (de 20 a
100% en 10 mL), a un flujo de 0,5 mL/min, colectando fracciones de 4 mL a medida
gue se seguia por absorbancia a 280 nm, en el cromatograma. Se preservaron las
fracciones que correspondieron a un pico de absorbancia (ELU1), y se prosigui6 a
quitarles la cola de histidina mediante protedlisis con TEVp. Al mismo tiempo, se
realizd una dialisis para diluir la alta concentracion de imidazol presente en las
fracciones que contienen proteina. Esto Ultimo se realiz6 con una membrana de
tamano de poro de 12 kDa, en la cual se introdujo la fraccion ELUL1, 5 mM DTT, 0,5
mM EDTA y 1 mg de TEVp, y posteriormente se colocd en un recipiente con 1 L de
amortiguador P, y se dej6 durante toda la noche a 4°C con agitacion.

El altimo paso de purificacidon consistié en una segunda IMAC (idéntica a la primera),
pero esta vez, recolectando la proteina (ahora sin cola de histidina) de la fraccién no
unida (FNU2). La TEVp unida a la cola de histidinas eluy6é con 70% de amortiguador
B (ELU2). A la fraccion FNU2, que contienen la proteina, se la pasé por una columna
PD-10, previamente equilibrada con amortiguador P, para quitarle el exceso de DTT
y EDTA. La elucion de la proteina se realiz6 con el mismo amortiguador que se
equilibroé la columna. Posteriormente se alicuoto la proteina en fracciones de 0,4 mL,
y se almacenaron a -20°C.

Para evaluar cualitativamente el proceso de purificacion, se realizaron electroforesis
en geles de poliacrilamida al 15%, en los cuales se sembraron las fracciones FNU1,
LAV1, ELU1 y FNU2, junto a un marcador de peso molecular. Previo al sembrado, las
muestras fueron tratadas con SDS, a 90 °C, por 3 minutos.

El contenido proteico de las fracciones fue determinado a partir de espectros de 250
a 350 nm, calculando la concentracion a partir del pico de absorbancia a 280 nmy el
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coeficiente de extincion de la proteina purificada a esa misma longitud de onda (ver
tabla 1).

Previo a ciertos ensayos (estudio de pKa y cinética bimolecular), las proteinas fueron
reducidas con 5 mM de ditiotreitol (DTT) en amortiguador, durante media hora a
temperatura ambiente, y posteriormente se quito el exceso de reductor, con el uso de
columnas de filtracion PD-10 de GE Healthcare.

Cuantificacion de tioles libres con DTDPy

La cuantificacion de tioles libres para proteinas y soluciones de glutation (GSH), se
realizd mediante la reaccion de la 4,4 -ditiodipiridina (DTDPYy) con tioles libres dando
como producto 4-tiopiridona (4-TP), cuya concentracion puede determinarse
espectrofotométricamente a 324 nm, con un coeficiente de extincibn de
21400 M-1cm1[49]. De la figura 3.2, se puede deducir que la concentraciéon de 4-TP
sera igual a la concentracién de tioles libres, ya que las dos especies presentan la
misma estequiometria en la reaccion.

S / \N —
2 R—SH+NC\>—S/ — R/S\S/R+ 2  H-N o c=s
_ N

4.4 -ditiopiridina 4-tiopiridona

Figura 3.2. Reaccion de intercambio tiol-disulfuro entre dos tioles libres y la 4,4"-ditiodipiridina (DTDPYy).

Para determinar la cantidad de tioles por proteina, se incubaron iguales volumenes
de una solucion stock de DTDPy 750 uM, vy la solucion proteica de concentracion
conocida, a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se realiza un
espectro de absorcion, contra un blanco de DTDPy, del cual se obtiene el valor de
absorbancia a 324 nm y se determina la concentracion de 4-TP, que se divide por la
concentracion de proteina (en la mezcla de incubacién), dando dicho cociente el
namero aproximado de tioles libres por proteina.

En el caso de la verificacion de la concentracion de las soluciones stock de GSH, se
preparan distintas diluciones de las ultimas (1/10, 1/100), de manera de que los
valores de absorbancia queden comprendidos en un rango de 0,1 a 1, que teniendo
en cuenta el coeficiente de absorcién de la 4-tiopiridona, corresponden un intervalo
de concentracion de 5 a 50 uM respectivamente. A continuacion, las diluciones se
incuban con exceso de DTDPYy, también a temperatura ambiente, y durante 5 minutos
aproximadamente. Luego, se vuelve a medir absorbancia a 324 nm contra un blanco
de DTDPy, y se calcula la concentraciéon de 4-TP.
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Sintesis y purificacion de GSSEtOH

La sintesis del disulfuro mixto entre glutation y B-mercaptoetanol (GSSEtOH) fue
necesaria para llevar a cabo la adaptacion del ensayo HED (hidroxietildisulfuro), que
se utiliza para determinar pardmetros cinéticos de la reaccion de intercambio tiol-
disulfuro.

El GSSEtOH es producto de la reaccién entre el HED y el GSH (Figura 3.3). En la
sintesis se hizo reaccionar 0,6 M de GSH con un exceso de 6 M de HED, en
amortiguador TRIS 1,2 M pH 8, ajustando el pH final a 8, con una solucion de NaOH
5 M. Se dej6 transcurrir la reaccion durante 1 hora a temperatura ambiente. Dadas
las condiciones de reaccién, se esper6é que dentro de los productos finales de las
misma se encuentren: el HED que no reacciond debido a su exceso inicial, el
GSSEtOH y el GSSG, producto de la reaccion secundaria entre GSH y GSSEtOH.

H 1 h‘ TAmb

S OH OH
e \S/\/ + HS/\/

GSSEtOH

s 0
GSH + Hoo N g N

HED pH 8

Figura 3.3. Esquema general de la reaccion entre el glutation (GSH) y el hidroxietildisulfuro (HED). En las
condiciones de pH establecidas, la especie reactiva (nucledfila) es la base conjugada del grupo tiol del GSH,
es decir, el glutation tiolato (GS).

Para a nuestro producto de interés del resto, se procedi6 a purificar el disulfuro mixto
por intercambio anidnico mediante HPLC, con una columna HiPrep DEAE FF GE
Healthcare de 20 mL.

En primer lugar, se introdujo en la columna, previamente equilibrada con
amortiguador acetato de amonio 50 mM pH 5 (amortiguador X), la mezcla final de
reaccion. Al estar en condiciones de pH por arriba del valor teérico del punto
isoeléctrico (Pl) del GSSEtOH y del GSSG (4 y 3,67 respectivamente), logramos
preservar las formas negativamente cargadas de ambos. Luego, a los 10 minutos, se
comienza a pasar un gradiente de un amortiguador formiato de amonio 50 mM pH 3
(amortiguador Y), que paulatinamente logra disminuir la retencion de las especies en
la columna, debido a la repulsién electrostatica con la resina, produciendo la
progresiva liberacion.

Esto ocurre a distintos tiempos (tiempos de retencién) para el GSSEtOH y el GSSG,
ya que los dos presentan distintos Pl y carga. Teniendo en cuenta los dos puntos
anteriores, el GSSG seria el compuesto que presente mayor tiempo de retencion, ya
gue posee un Pl de 3,67, por lo tanto, es el dltimo en eluir.
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Un aspecto técnico a considerar fue la utilizacion de un divisor de flujo, con el fin de
reducir la presion generada dentro de la columna.

Antes de purificar, se corrieron dos soluciones de GSH y GSSG 10 mM, como
estdndares para tener un indicio del tiempo de retencién de los componentes
presentes al final de la reaccion (ver figura 3.4). La deteccion de los productos fue
llevada a cabo a 220 y 260 nm, longitudes de onda a las cuales absorben los grupos
carbonilos y enlaces disulfuro, respectivamente. En la figura 3.4, se puede observar
lo discutido anteriormente, sobre los distintos tiempos de retencién para el GSSG y el
GSSEtOH.
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Figura 3.4. Cromatograma de soluciones de GSH y GSSG 10 mM. Las lineas azules y negras representan
la absorbancia a 220 y 260 nm respectivamente, mientras que las lineas discontinuas corresponden al GSH, y
las continuas all GSSG. Con las flechas se indican los tiempos de retencion de los picos a las distintas
longitudes de onda.

Para el GSSEtOH, se plante6 que el tiempo de retencién seria similar al del GSH,
dado que la incorporacion del mercaptoetanol no agrega ningun grupo ionizable a la
molécula. Por esto, se supone que tanto el GSH como el GSSEtOH poseen el mismo
PI.

En la figura 3.5, se muestra que el GSSEtOH se pudo detectar, tanto, por
absorbancia a 220 nm, como, a 260 nm, porque presenta grupos carbonilo
provenientes de la entidad glutation, y un enlace disulfuro con el mercaptoetanol. El
GSSEtOH presentd un pico bien definido a 19,53 minutos, cumpliendo con el planteo
discutido anteriormente. También se pudo detectar el HED en el volumen muerto, a
9,89 minutos, ya que no presenta carga y eluye antes del comienzo del gradiente de

34



amortiguador Y. EI GSSG presentd un tiempo de retencibn de 37 minutos
aproximadamente.

—— Abs 260 nm
36.95 — Abs 220 nm
2000 1958
GSSG
1500 - GSSEtOH
=)
S5
1000 4
g 9.89
< N
HED
500 4
0 T Y T Y T '/\I T T Y 1
0 10 20 30 40 50 60

tiempo (min)

Figura 3.5. Cromatograma de purificacion del GSSEtOH, a partir de la mezcla de reaccion. Las lineas rojas
y azules representan la absorbancia a 220 y 260 nm, respectivamente. Los picos a las distintas longitudes de
onda presentaron, aproximadamente, el mismo tiempo de retencion.

Por ultimo, se recolectd la fraccion del pico correspondiente al GSSEtOH, y se
cuantificd por absorbancia del enlace disulfuro a 260 nm (¢ = 270 M-tcm[50]). Para
ello, se realiz6 un espectro de absorbancia de 200 a 350 nm, y se calculd la
concentracion a partir del valor del pico a 260 nm.

35



Sintesis y purificacion de FGSSGF

La sintesis de este reactivo fue llevada a cabo, para experimentos de cinética de
intercambio tiol disulfuro con sustratos tipicos de glutarredoxinas como es el glutation
disulfuro (GSSG). La FGSSGF es producto de la reaccion entre GSSG y NHS
Fluoresceina (NHS.Flu), que se explicita en el esquema de reaccion de la figura 3.6.

1h, T

G. _S.___Flu

G/S\S/G + NHS.Flu —2a Flu” 787 "G + NHS
FGSSGF
o H
~_-N
\&o
NHS.Flu NHS

Figura 3.6. Reaccion de sintesis de FGSSGF. La estequiometria de la reaccién no fue tenida en
cuenta para el esquema.

Los grupos amino derivados de los residuos de acido glutamico, de la molécula de
glutation disulfuro reaccionan con la entidad éster de la NHS Fluoresceina, formando
un enlace amida. La NHS, o N-hidroxisuccinimida, tiene propiedades de buen grupo
saliente, favoreciendo la reaccion a productos.

Para la sintesis, 6 mM de GSSG (preparado en amortiguador borato) reacciond con
3 mM de NHS Fluoresceina, en amortiguador borato pH 8,5 durante una hora a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Como producto de la reaccién se obtuvo
una mezcla de las especies que se muestran en el esquema de la figura 3.7, que
incluyen a las variantes monomarcadas y bimarcadas de GSSG con Fluoresceina,
GSSG sin marcar y derivados de la NHS.Flu que no reaccionaron con el GSSG (Por
ejemplo, hidroxifluoresceina). Posteriormente se redujo la mezcla con DTT 20 mM,
durante media hora en las mismas condiciones. Este paso fue necesario para
deshacer la ambigtedad entre las variantes mono y bimarcadas y generar FGSH, el
cual se obtiene puro en el siguiente paso de cromatografia; dejando de lado las
especies contaminantes (GSSG, GSH y derivados de la NSH.Flu). Luego se acidifico
la mezcla y se la sembré en una columna C18 J.T. Baker de 500 mg, la cual fue
previamente activada con 1 mL de acetonitrilo, y equilibrada con dos volimenes de
una solucién de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%. Luego de que se sembré la
muestra, se realizaron tres lavados de 1 mL con la solucion de TFA anteriormente
descrita, y se prosigui6 a eluir el FGSH con 50% de acetonitrilo. Al FGSH eluido, se
lo llevé a un pH alrededor de 8, y se lo dejo oxidar con 5 mM de peréxido de hidrégeno,
bajo las mismas condiciones que el primer paso de reaccion. Una vez finalizada la
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oxidacion, se purificé el FGSSGF formado, con el mismo procedimiento empleado

para el FGSH.
Ac1d|f|caC|on
TFA0,1% [
1h, Tams 30 min, Toms
+ 20mM
6 mM GSSG + FGSSGF FGSH
3mM NHS FGSSG GSH
Fluoresceina GSSG NHS.Flu y deriv. —
pH 8.5 NHS.Flu y deriv. DT, Cis
T
Elucion Lavado
/\cidificacion Acet%rl)trllo TFA 0,1%
TFA 0,1% o min T 50%
20 min, Tamb GSH + DTTay
5 mM H,0,
pH 8.5
FGSSGF FGSH L, Sedescartala
H30; exc columna con NHS.Flu
C | y deriv. retenidos
Elucion 18] Lavado
Acetonitrilo TFA 0,1%
50%
FGSSGF Hy0; exc

Figura 3.7. Esquema del procedimiento de sintesis y purificacion de FGSSGF.

Todos los pasos anteriores fueron monitoreados por HPLC, en una columna de C18,
observando la absorbancia a 450 nm. Se obtuvieron picos bien definidos, a tiempos
distintos, tanto para el FGSH, como para el FGSSGF (Figura 3.8).
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Figura 3.8. A la izquierda, se presenta el cromatograma de FGSH purificado después de la reduccion por media hora con DTT; y a
la derecha cromatograma de la purificacion de FGSSGF, luego de los 45 minutos de reaccion entre el FGSH purificado y peréxido
de hidrégeno. Estos Ultimos pasos se encuentran en el esquema de la figura 3.7.

Ademas, se realiz6 una prueba para verificar si el pico el producto final (FGSSGF)
se transformaba en un pico de FGSH, luego de reducir el primero con DTT en exceso.
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En la figura 3.9, se puede ver como el pico de FGSGF (10 min) se convierte en el pico
de FGSH (9,57 min), luego de reducir con 50 mM de DTT.
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Figura 3.9. Verificacion del producto obtenido, a partir de la reduccién con DTT.

La determinaciéon de

la concentracién del

producto FGSSGF, se realizo

espectrofotométricamente. Dado que el coeficiente de extincion de la fluoresceina a
495 nm es de 73000 M-tcm[51], consideramos que la absortividad de la molécula de
FGSSGF, al presentar dos entidades de fluoresceina, seria el doble; es decir, 140000
M-lcm. Con esta suposicion, cuantificamos las muestras obtenidas del Gltimo paso
de purificacion. La cuantificacidon, consistio en realizar espectros de absorbancia de
450 a 510 nm, calculando la concentracion a partir del valor del pico a 495 nm,
teniendo en cuenta el coeficiente de absortividad derivado de la suposicion anterior.
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3.2.1 Procedimientos especificos

Defino como procedimientos especificos, aquellos ensayos que forman parte del
bloque experimental de este trabajo. Los mismos se pueden categorizar en tres
grupos: estudio de pKa, cinética bimolecular y cinética enzimatica. Todos fueron
realizados a una temperatura de 25°C. A continuacion, se describen cada uno de los
procedimientos.

3.2.1.1 Estudio de pKa

El objetivo del siguiente grupo de experimentos fue hallar el valor de pKa de los
residuos de cisteina de sitio activo de las proteinas de este trabajo. Para ello se
emplearon tres metodologias distintas, las cuales se basaron en: cambios en la
absorbancia de la especie tiolato (RS"), variaciones de la velocidad de reaccion con
mBBr y alteraciones en el espectro de emisién de triptofanos.

Determinacion de pKa por absorbancia a 240 nm

Una de las metodologias que se empled para determinar valores de pKa de residuos
de cisteina, consistié en registrar los cambios en la absorbancia del tiolato a 240 nm,
en funcion del pH. A nivel practico, se trabajé con,10 uM de proteina en amortiguador
TMA 2 suplementado con 50 uM de DTT, en un volumen de 4 mL. Luego se procedio
a acidificar la muestra, mediante adiciones sucesivas de pequefios volimenes (1 a 5
ML) de una soluciéon de HCI 0,6 M. Luego de cada adicién, se tom6 el valor de pH de
la solucion, y se realizé un espectro de absorcion de 350 a 230 nm, en un
espectrofotometro Cary UV-Vis de Agilent Technologies. Este experimento fue
realizado por triplicado de manera independiente, con muchos puntos (al menos 10),
en un rango de pH entre 7 y 2 unidades.

Se graficaron los valores de absorbancia a 240 nm en funcién del pH, obteniendo
un perfil, al cual lo ajustamos a una sigmoide, a partir de la cual se determiné el valor
de pKa. La ecuacion para el ajuste se presenta a continuacion.

_ 4 [H7] Ka
Y = A TH +B[H+]+Ka Ec.3.1

“‘A”y “B”, representan el valor de absorbancia a 240 nm para la especie acida (tiol
de la cisteina protonado) y basica (tiol de cisteina en su forma tiolato)
respectivamente. “K;” es la constante de disociacion acida del tiol del residuo de
cisteina.

A su vez, se graficé la diferencia entre la absorbancia a 240 y 280 nm con el fin de
restar la contribucion de los residuos de tirosina a la absorbancia. A este gréfico,
también se le hizo el ajuste representado a través de la ecuacion 1; del cual se
determind el valor de pKacorrespondiente.

39



Velocidad de reaccién con mBBr a distintos pH

Para este ensayo se parti6 de la proteina previamente reducida, preparada en
amortiguador TMA 1 2X, y se la hizo reaccionar con mBBr en un rango de pH de
aproximadamente 3 a 9. El experimento se realizé por cuadriplicado, en placas de
greiner bio-one, negras, de 120 uL y 384 pozos. Las lecturas se hicieron en un lector
de placas Varioskan Flash, con Aex= 396 nm y Aem= 485 nm, registrando la intensidad
de fluorescencia de la emision. Las concentraciones de proteina y mBBr se
mantuvieron constantes en todas las reacciones, y fueron de 2 y 8 uM
respectivamente. Para establecer el rango de pH se prepararon dos soluciones: una
de NaOH 60 mM y otra de HCI 60 mM. El disefio de la placa para el sembrado de las
soluciones anteriores queda representado en la tabla siguiente.

Tabla 3.2. Protocolo de sembrado de placa, para velocidad de reaccion con mBBr a distintos pH.
Pozo  Vua  VnaoH Vh20
(1-4) (uL)  (ub)  (ub)

A 40 - -
B 35 - 5
C 30 - 10
D 25 - 15
E 20 - 20
F 15 - 25
G 10 - 30
H 5 - 35
I - - 40
J - 5 35
K - 10 30
L - 15 25
M - 20 20
N - 25 15
O - 30 10
P - 40 -

A su vez, en cada pocillo se sembraron 50 pL de proteina en amortiguador TMA 1
2X,y 10 uL de mBBr. El ultimo fue inyectado por el equipo.

Los valores de pendiente de intensidad de fluorescencia por segundo (I.F./s)
obtenidos de cada fila, se promediaron y se graficaron en funcién del pH. Al grafico
obtenido se lo ajusté a un modelo sigmoide, analogamente a lo anteriormente
realizado, obteniendo un valor de pKa. Para el caso de aquellas proteinas, que
presentaran dos residuos de cisteina y que cuya grafica mostrara un perfil de doble
sigmoide, se realizé un ajuste para dos pKa, cuya ecuacion tiene la siguiente forma:
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donde ai, a2 y as, corresponden a los valores de IF/s para los dos residuos
protonados, uno protonado y el otro desprotonado, y ambos desprotonados,
respectivamente.

Determinacion de pKa por corrimiento del centro de masa espectral

Este ensayo fue realizado, Unicamente, para aquellas proteinas que presentaran
residuo de triptéfano, aprovechando su fluorescencia intrinseca. Dentro de estas
proteinas se encuentran la hGrxX5SWT y sus mutantes. El procedimiento consistié en
registrar espectros de emision de triptéfano (Aex=280 nm, Aem=349 nm) de 300 a 420
nm en un fluorometro chronosFD, a medida que se agregd secuencialmente, a la
misma muestra, pequefios volimenes (1 a 5 pL) de una solucion de HCI 1,2 M. El
cambio espectral observado, y seguido a los distintos valores de pH, fue el corrimiento
del centro de masa del espectro de emision del triptéfano. El centro de masa de un
espectro se define como,

cm =25 poag
il Fi
donde el término en el numerador es la sumatoria del producto de las intensidades
de fluorescencia (IF;) del espectro por su longitud de onda respectiva (1), y el
denominador la sumatoria de todas las intensidades de fluorescencia registradas.

La relacion del centro de masa con el pH fue determinada por un ajuste sigmoide, a
partir del cual se obtuvo el valor de pKa para la cisteina. Se utilizo la ecuacion 1 para
el ajuste, pero esta vez, los pardmetros A y B indican el valor del centro de masa del
espectro para el &cido y la base, respectivamente.

3.2.1.2 Cinética bimolecular

Cinética con mBBr

Defino el caracter de esta cinética como no especifico, debido a que el mBBr es un
agente alquilante, por el cual ninguna de las glutarredoxinas en este trabajo presenta
especificidad.

Para este ensayo se partio de glutarredoxina reducida (ver “Reduccién de tioles con
DTT”) en amortiguador TMA 1 2X a una concentracion de 2 uyM. Se trabajé bajo
condiciones de cinética de pseudo-primer orden, en la cual se mantuvo constante la
concentracion de proteina, mientras que la concentraciéon de mBBr fue variable (rango
de 40 a 200 uM) y en exceso respecto a la primera.
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La ventaja de trabajar en condiciones de pseudo-primer orden en cinética
bimolecular, es que se puede obtener facilmente la constante cinética de segundo
orden (constante de velocidad para una reaccion bimolecular) de la reaccion a
estudiar, graficando los valores de constantes observadas (kogs) en funcién de las
distintas concentraciones de reactivo en exceso.

A modo de ejemplo, en nuestro caso la ley de velocidad para la reaccion es la que
se explicita en la Ec. 4.

v = k[hsGrx][mBBr] Ec.3.4

Planteando condiciones de pseudo-primer orden obtenemos la siguiente ley de
velocidad:

v = kops[hsGrx] Ec. 35

kOBS = k[mBBT] Ec. 3.6

donde la kogs representa el término de la Ec. 6. Dicho término, vincula de manera
directamente proporcional a la koss con la concentracion de mBBr, cuyo factor
proporcionalidad “k” es la constante cinética de segundo orden para la reaccion.

El hecho de mantener uno de los dos reactivos en exceso, permite suponer que la
concentracion del mismo permanecera constante con respecto a la del reactivo en
defecto a lo largo de la reaccién, y asi hacer valido el planteo de la correlacién directa
entre la koss, de los cursos temporales, y la respectiva concentracion de exceso
usada.

El experimento fue realizado por cuadriplicado, en placa para fluorescencia greiner
bio-one,negra, de 120 pL y 384 pocillos. Las lecturas de fluorescencia se realizaron
en lector de placas Varioskan Flash, a longitud de onda de excitacion y emision, de
396 y 485 nm, respectivamente. El sembrado del mBBr fue realizado por el equipo, a
partir de una solucién 400 uM (para las hGrx5), preparada en agua destilada. El
disefio de la placa queda explicitado en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Protocolo de sembrado de placa, para cinética bimolecular con mBBr.

Pocillo Varx
(1-4)  (uL)
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Los cursos temporales de intensidad de fluorescencia a 485 nm presentaron un
perfil exponencial, tipico de una reaccion de primer orden, a partir de cuyo ajuste (Ec.
7), se pudo obtener el valor de una constante cinética observable (koss).

y = Amp ekobst) 4 4, Ec.37

Al graficar, los valores de koss para las distintas concentraciones de mBBr, se obtuvo
una recta, cuya pendiente “k”, es el valor de la constante de velocidad de segundo
orden para la reaccion, en unidades M-'s,

Cinética con FGSSGF

El experimento se llevo a cabo de manera similar al ensayo anterior, en cuanto a la
preparacion de la proteina. Se establecio una cinética de pseudo-primer orden, en la
cual la proteina era el reactivo en exceso y variable (en un rango aproximado de 1 a
15 pM), mientras que el FGSSGF se mantuvo constante (50 o 100 nM). El
seguimiento de la reaccion de reduccion del disulfuro mediado por glutarredoxina, fue
a través de la intensidad de fluorescencia emitida a 520 nm por la molécula de
fluoresceina. Inicialmente, al estar en la misma molécula, la emision de la fluoresceina
en el FGSSGF se encuentra apagada debido al “auto-quenching”, por lo que la sefal
se obtiene Unicamente luego de que el disulfuro se reduzca, y ambas entidades
fluoresceina se separen.

Algunas de las glutarredoxinas de clase | (hGrx2 WT y hGrx2 C40S) demostraron
ser muy rapidas en el contexto de esta reaccién. Debido a esto, se realizé el
experimento en un equipo de flujo detenido de Applied Photophysics, en el cual se
registra toda la luz con un A > 320 nm, excitando a 280 nm. Para este caso se llen6
una de las jeringas con una solucion 200 nM de FGSSGF preparada en agua
destilada, mientras que la otra jeringa se llen6 con la proteina a estudiar (hGrx2 WT
0 hGrx2 C40S) previamente reducida, en distintas concentraciones (2-20 uM). Debido
a que el equipo inyecta el mismo volumen de cada jeringa a la celda de medicion, las
concentraciones efectivas de reaccion son la mitad de las expresadas. Para cada
concentracion de proteina, se realizaron 15 medidas, en lapsos de tiempo de 7 y 0,6
segundos, para las menores y mayores concentraciones respectivamente.

Por el contrario, para el caso de las glutarredoxinas de clase 1l (hGrx5 WT y
variantes) la reaccion fue lenta, entonces el ensayo fue llevado a cabo por
cuadriplicado, en el lector de placas Varioskan Flash, en una placa greiner bio-one
negra, de 120 pL y 384 pocillos. Las lecturas fueron realizadas a longitudes de onda
de excitacidon y emision de 495 y 520 nm, respectivamente.
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Tabla 3.4. Protocolo de sembrado de placa, para cinética bimolecular entre hGrx5 y FGSSGF.

Pocillo  VresseF  Varx  VTma12x

) (uL) (uL) (LL)

A 50 5 45
B 10 40
C 15 35
D 20 30
E 25 25
F 30 20
G 35 15
H 40 10
I v 50 -

El volumen de FGSSGF fue dispensado por el equipo a partir de una solucion 100
nM, preparada en agua. Las concentraciones de proteina dependieron de lo que se
obtuvo luego del paso de reduccién y purificacion por PD 10, que fue,
aproximadamente, 30 uM.

Los cursos temporales de intensidad de fluorescencia se ajustaron a una ecuacion
exponencial (Ec. 7) de la cual se obtuvieron koss, que, graficadas en funcion de las
distintas concentraciones de proteina dieron una recta, cuya pendiente es la
constante de orden dos para la reaccion, en unidades M1s,



3.2.1.3 Cinética enzimatica
Ensayo GSSEtOH: medidas de actividad

El ensayo consiste en observar la reduccion del disulfuro GSSEtOH mediada por
Grx y GSH, a través del descenso en la absorbancia del NADPH a 340 nm, producto
del consumo por la enzima glutation reductasa (GR), que reduce al disulfuro de
glutation formado durante la catdlisis. Para el ensayo se prepar6 en agua: una mezcla
(MM) conteniendo amortiguador TE (1X), GR (aprox 1,8 U/mL), GSSEtOH (400 uM)
y NADPH (400 puM). Aparte, se preparé una solucion de GSH 18 mM, y una solucion
de la proteina de interés, de 1 uM. Las lecturas de absorbancia a 340 nm en el tiempo,
se realizaron por cuadriplicado, con un lector de placas Varioskan Flash, en placas
UV transparentes, greiner bio-one, de 120 pL y 384 pocillos. A continuacion, se
muestra el protocolo de sembrado de las distintas soluciones en la placa. Vale
destacar, que, el GSH fue dispensado por el equipo.

Tabla 3.5. Protocolo de sembrado de para cinética bimolecular entre hGrx5 y FGSSGF.

Pocillo | Vum | Verx Vw20 | VesH

(1-4) | (pL) | (uL)  (uL) | (ML)

A 50 = 40 10
B 5 35

C 10 30

D 15 25

E 20 20

F 25 15

G 30 10

H 35 5

| v 40 o v

De los cursos temporales obtenidos, se tomo la fase lineal del decaimiento de la
absorbancia, a la cual se consider6 como la velocidad inicial del curso temporal. La
misma presenta unidades de absorbancia en el minuto (Abs/min), y se la convirtié a
unidades de concentracion por minuto (UM/min), teniendo en cuenta la relacién de
Lambert-Beer y el coeficiente de extincion para el NADPH, a la longitud de onda de
trabajo. A estos valores los consideramos como la velocidad inicial de reaccion, a la
correspondiente concentracion de enzima “V;”. Luego se grafican los valores de Vuax
contra sus respectivas concentraciones de proteina, obteniendo una recta con la
siguiente forma:

V; = alhsGrx] Ec.3.8
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donde “a”, es un valor proporcional a la actividad especifica y al niumero de recambio
(kcaT). A esta recta se le realizé un ajuste lineal, de cuya pendiente se obtiene el valor
de que definimos como “kcar aparente”.

Ensayo GSSEtOH: cinética michaeliana

Este ensayo se realizo para las hGrx2, ya que resultaron activas en la reaccion de
deglutationilacion. Para el experimento se partié de 9 mezclas maestras (MM) que
consistieron en una preparacion acuosa de amortiguador TE 1X, 0,2 mM NADPH,1,8
U/mL de glutation reductasa de levadura (GR) y GSSEtOH. EI dltimo, vario entre las
distintas mezclas, en concentraciones de 37, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 600, y, 800
UM. Aparte, se prepararon soluciones acuosas de GSH de 1,9 y 3,8 mM, ademas de
una solucion de hGrx2WT 1,6 uM. Cabe destacar, que todas las soluciones fueron
preparadas frescas, al momento de realizar el experimento.

Para cada mezcla se siguio la reduccion de GSSEtOH de la misma manera que en
el ensayo de actividad enzimatica, en placas transparentes, de 384 pozos de 120 pL,
de greiner bio-one; en un lector de placas Varioskan Flash. El disefio de las placas
fue para todas las mezclas el mismo, y se presenta a continuacion:

Tabla 3.6. Protocolo de sembrado de placa, para cinética michaeliana de hGrx2.

Pocillo Vwmm Vheix2e Vw20 VaesH

(1-4) (ML)  (uL) (ML)  (uL)

A 40 10 50 =
B 45 5
C 42 8
D 35 15
E 30 20
F 25 25
G 20 30
H 15 35
I 10 40
J 5 45
K v v - 50

EL GSH fue inyectado por el equipo. La solucion 1,9 mM, fue usada para las
primeras y ultimas tres concentraciones de GSSEtOH, mientras que la de 3,8 mM,
para las demas. Para cada una de las placas, se obtuvo el valor de velocidad inicial,
para las distintas concentraciones de GSH. Los rangos de concentracion de GSH
fueron de 0 a 0,95 mM y de 0 a 1,9 mM, para las soluciones de 1,9 y 3,8 mM
respectivamente.

El analisis de datos a partir de los cursos temporales para las distintas
concentraciones de glutation, se realiz6 de la misma forma que para el ensayo de
actividad enzimatica. Una vez obtenidos los valores de velocidad inicial, se
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promediaron, y graficaron en funcién de la concentracion de GSH, obteniendo un perfil
de hipérbola rectangular, caracteristico de una cinética de estado estacionario. Este
andlisis se realiz6 para cada una de las concentraciones fijas de GSSEtOH, con el
uso de la ecuacion.

Luego, los valores aparentes de Vwmax Yy Kwm, obtenidos de los ajustes de las
hipérbolas, se grafican en funcion de sus respectivas concentraciones de GSSEtOH.
A partir de estos ultimos gréaficos, se obtienen parametros que demarcan el
comportamiento de la enzima en la catalisis.

a7



48



4. Resultados y Discusion
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4.1 Estudio de pKa

4.1.1 Titulacion de hGrx5 y variantes, a partir del cambio en el
centro de masa del espectro de emision del triptéfano

Como se ha mencionado anteriormente (ver 1.2.3), es posible titular residuos de
cisteina de proteinas, a partir del cambio en la emisién de fluorescencia de triptéfanos.
En nuestro trabajo contamos con 4 proteinas que presentan triptofano en su
estructura, ellas son la hGrx5 WT y sus variantes.

Para corroborar la existencia de un cambio observable en la emision del triptéfano,
realizamos espectros de emision de fluorescencia para la hGrx5 WT y sus variantes,
a distintos valores de pH. Los espectros mostraron cambiar su intensidad y posicion
del maximo, de la manera que se muestra en el lado izquierdo de la figura 4.1.
Pudimos observar, que el maximo espectral se desplaza levemente hacia la izquierda,
y que la intensidad disminuye considerablemente a medida que disminuye el pH.

100000 ~ 120000 - hGrx5 -Loop+poliGly
—— hGrx5 WT
—— hGrx5 C67S
— hGrx5 C122S
80000 4 100000 A
80000 -
60000 -
LL
60000 -
400004 /4
40000 -
20000 -
20000 -
o 4+—"—->7m——F——"T—"——"— .
300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
A (nm) A (nm)

Figura 4.1 Espectros de emision de fluorescencia de triptéfano a distintos pH (Aex 280 nm). A la izquierda se
muestran los espectros de emision de la hGrx5 WT, en un rango de pH de 7 a 3; y a la derecha, espectros de
emision de la hGrx5 WT y variantes a pH 7.

Adentrandonos en el microambiente de la cisteina, o cisteinas, a titular, podriamos
decir que, a valores de pH mas alcalinos, en los que el grupo tiol de la cisteina se
encuentra mayoritariamente en su forma tiolato (Cys-S°), los espectros se ven con un
méaximo relativamente intenso a 350 nm. A medida que el pH desciende, empieza a
disminuir la forma tiolato y aumentar la forma tiol, influyendo la protonacion de la
cisteina, en la intensidad y el centro de masa del espectro. Siempre observamos que
el cambio en la intensidad de fluorescencia fue mayor, en relacién al cambio en el
centro de masa del espectro.
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Viendo que la intensidad y posicion de los maximos espectrales dependen del pH,
construimos perfiles de centro de masa del espectro en funcion del ultimo.
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Figura 4.2. Gréafico de centro de masa del espectro en funcion del pH para hGrx5 WT y variantes. De izquierda a derecha,
hGrx5 WT, C67S y C122S. Las flechas indican la posicion y el valor de pKa.

A los perfiles obtenidos se les hizo un ajuste sigmoide mediante el uso de la
ecuacion 3.1, del cual se obtuvieron los valores de pKa para las tres glutarredoxinas
(tabla 4.1). Para el caso de la variante de region (hGrx5 -Loop+poli-Gly) no se obtuvo
el perfil sigmoide que presentaron el resto de las proteinas en este ensayo,
posiblemente por cambios importantes en la conformacién de la proteina debido a las
mutaciones realizadas.

Tabla 4.1 Resultados de pKa para las glutarredoxinas estudiadas en este ensayo. La sigla “n.d.” se utilizé
para los valores que no se pudieron determinar.

Proteina Ka
hGrx5 WT 4,71 + 0,03
hGrx5 C67S 4,20+ 0,10
hGrx5 C122S 4,74 + 0,07

hGrx5 -Loop + poliGly n.d.

La similitud entre los valores de pKa de estas proteinas, estaria aportando
informacion desde el punto de vista estructural. Se podria decir que la particular
acidez de estas cisteinas es una consecuencia del arreglo tridimensional, es decir,
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del plegamiento. A su vez, el valor de pKa de la mutante C67S, en la cual la Unica
cisteina es la C122, sugiere, que, en la hGrx5, ambas cisteinas son acidas.

Enlafigura 4.1, ala derecha, se comparan los espectros de triptéfano de las hGrx5
a pH 7. Se puede observar que para la proteina nativa y las mutantes de cisteina, los
espectros son similares, concluyendo que el residuo de triptéfano se encuentra en un
entorno similar en las tres proteinas. La mutante de region, presenta un espectro de
emision particularmente débil, que, si observamos la figura 4.1, a la izquierda, se
asemeja al comportamiento esperado a valores de pH acidos. Esto puede querer decir
gue el valor de pKa de esta cisteina se encuentra por arriba de 7, similar a los tioles
de bajo peso molecular. En base a esto, proponemos que la estructura alterada de la
mutante de regidn, puede llegar a exponer ambas cisteinas N y C-terminal, al
solvente.

Sin embargo, la exposicion al solvente no es el Unico argumento que justifica un
valor alto de pKa. Existen residuos que se han propuesto como determinantes del bajo
pKade cisteinas de Grx, e incluso, los momentos dipolares de algunas hélices a, han
sido propuestos como la causa de la acidez[36]. Es por esto que, en una proteina tan
pequefia, cuya estructura sustenta la propiedad acida de las cisteinas, cualquier
alteracién a nivel de plegamiento lleve a un cambio en dicha propiedad. Cambios en
la posicion de residuos y estructuras, que estabilicen al tiolato, o que formen enlaces
de hidrégeno con el tiolato, definitivamente van a disminuir el valor de pKa.

El hecho de observar los cambios de protonacion del grupo tiol de residuos de
cisteina a través de la sefial emitida por un residuo de triptéfano “vecino”, hace a esta
metodologia indirecta. Ademas, es discutible que el origen del cambio en la emision
del triptéfano se deba Unicamente a un residuo vecino. El cambio de pH podria afectar
a otros residuos cercanos, inclusive a la estructura de la proteina en general; lo que
también alteraria la emision. Esto evidencia que la etiologia del cambio espectral
contiene muchos componentes, por lo que reportamos estos valores de pKa como
aproximaciones, que mas adelante se complementaran con metodologias mas
directas.
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4.1.2 Titulacién de hGrx2 WT, a partir del cambio en la absorbancia
del tiolato a 240 nm

Debido a la ausencia de residuos de triptéfano en las hGrx2, fue imposible titular
estas enzimas por el método descrito anteriormente. En esta metodologia obtuvimos
de manera mas directa el pKa de los residuos de cisteina de sitio activo, gracias a la
propiedad de la entidad tiolato (RS") de absorber a una longitud de onda de 240 nm.
Lo que hace posible seguir por absorbancia la protonacién de la especie tiolato,
observando un decaimiento en la absorbancia a medida que se acidifica la muestra.

0.5 - pH

0.4 1

0.3 1

Abs

0.2 +

0.1 1

—

I ' I ' I ' I ' I 1
240 264 288 312 336 360

A (nm)

Figura 4.3. Espectros de absorcion de hGrx2 WT, de 230 a 350 nm, a distintos valores pH. La flecha negra
indica el descenso en la absorbancia a 240 nm.

En la figura 6 se puede ver el efecto del pH en el espectro de absorcion de la hGrx2
WT de 230 a 350 nm. El cambio mas importante se sitla a la longitud de onda de 240
nm, correspondiente a la absorcion del tiolato. Podemos notar un descenso en la
absorbancia conforme baja el pH. Como se muestra en la figura 4.4, graficamos los
valores de absorbancia a dicha longitud de onda en funcién del pH, obteniendo un
perfil, del cual determinamos el valor de pKaa partir de un ajuste sigmoide.
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Figura 4.4. (A) Grafico de absorbancia a 240 nm y (B) grafico de delta absorbancia 240nm-280nm, en
funcién del pH para la hGrx2 WT.

Adicionalmente, decidimos restarles a los valores de absorbancia a 240 nm, la

contribucién de la absorbancia a 280 nm proveniente de los residuos de tirosina
proteicos. Es por esto que realizamos un gréfico del delta absorbancia 240nm-
280nm, considerando, que sucede con el valor de pKa. Por lo que se puede ver en
la figura 8, el perfil sigmoide se conserva, y el valor de pKaes el mismo que para el
gréafico anterior.

En la siguiente tabla se reportan los valores de pKaobtenidos a partir de los graficos
de la figura 4.4. Los valores son resultado de un promedio de tres experimentos
independientes, realizados bajo las mismas condiciones.
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Tabla 4.2 Resultados de pKa para la hGrx2 WT.
Grafico pKa
hGrx2 WT AbS240nm 5,32 + 0,08
hGrx2 WT AAbS240nm-280nm 5,27 + 0,06

Es importante sefialar, que se observé un perfil sigmoide tipico de un &cido
monoprotico. No obstante, la hGrx2 tiene dos residuos de cisteina de sitio activo, por
lo que se hubiera esperado una curva de pKa similar a la de un &cido diprético. Una
posibilidad, es que no hayamos alcanzado a ver el pKa del segundo residuo de
cisteina en el rango de pH que estudiamos (7 a 3 aproximadamente). Quizas a valores
de pH mas alcalinos se hubiera encontrado la segunda meseta, caracteristica de la
curva de pKade un &cido diprotico. También pudo pasar que ambas cisteinas tengan
un valor de pKa muy similar, que escap0 a la sensibilidad de la técnica.
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4.1.3 Titulacién de glutarredoxinas mediante reactividad con mBBr

En esta oportunidad, decidimos evaluar el efecto del pH en la velocidad de reaccién
de las glutarredoxinas de este trabajo, con el mBBr; un reactivo alquilante
inespecifico, con el cual un grupo tiol puede reaccionar (ver 1.2.3).

La figura 9 evidencia la existencia del cambio de la pendiente inicial en funcion del
pH; tomando como ejemplo a la hGrx5 WT.

IF

t (min)

Figura 4.5. Cursos temporales de reaccion entre hGrx5 WT (1 uM) y mBBr (8 uM), en un rango de pH de 9
a 2 aproximadamente.

El hecho de observar los cambios en la reactividad del grupo tiolato, a medida que
este es protonado, convierte a esta metodologia en la mas directa para realizar la
titulacion de residuos de cisteina en proteinas. Principalmente, debido a la
especificidad que presenta el reactivo alquilante ante los cisteinatos.

Es notoria la baja velocidad de reaccion a valores de pH acidos, en los que el tiol
estaria protonado y por ende imposibilitado para reaccionar con el mBBr. Lo contrario
sucede a valores mas alcalinos, en los que la cantidad de tiolato aumenta, y lo hace
asi también la velocidad de reaccion. El valor de pH a partir del cual comienza a
predominar la especie tiolato reactiva, esta dado por el pKa del/los residuos de
cisteina de la proteina.

A continuacion, se muestran los perfiles de pendiente inicial en funcion del pH,
obtenidos para todas las proteinas de este trabajo.
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Figura 4.6. Gréficos de pendiente inicial (Pendiente;) en unidades de intensidad de fluorescencia por segundo (IF/s), en funcién del
pH, para las hGrx5 (A) WT, (B) C67S, (C) C122S, (D) -Loop + poliGly. Cada punto es el valor promediado resultante de
cuadriplicados.
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Figura 4.7. Gréaficos de pendiente inicial (Pendientej) en unidades de intensidad de fluorescencia por
segundo (IF/s), en funcién del pH, para la hGrx2 WT (A) y C40S (B) respectivamente. Cada punto es el valor
promediado resultante de cuadriplicados.
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Tabla 4.3. Resultados de pKa para las glutarredoxinas estudiadas en este ensayo.

Proteina pKai pPKa2 \
hGrx5 WT 5.08 £ 0.37 8.49 £ 0.16
hGrx5 C67S 4.60 +0.17 8.29+0.14
hGrx5 C122S 4.39+0.24 8.34£0.13
hGrx5 -Loop + poliGly 6.53+0.25 8.80+0.21
hGrx2 WT 5.58 + 0.06 8.32+£0.80
hGrx2 C40S 5.81+0.07 8.63 + 0.70

De los graficos anteriores se puede notar que siempre se obtuvo un perfil de dos
pKa, para todas las proteinas. Esto fue particularmente sorprendente para las que
presentan solo un residuo de cisteina, de las cuales esperabamos un perfil sigmoide,
correspondiente a un unico grupo tiol. Sin embargo, en estos casos el ajuste mas
correcto, es decir, el que arrojé un R cuadrado mas cercano a 1, fue el de una curva
doble sigmoide. Esto ocurrié para las hGrx5 C67S y C122S, y la hGrx2 C40S.

Las diferencias entre valores de pKaz, teniendo en cuenta los errores, son muy
pequefias entre proteinas. Sin embargo, los residuos de cisteina de las distintas
proteinas no se encuentran en entornos quimicos similares. Esto nos lleva a plantear
gue el perfil doble sigmoide obtenido, no indica la titulacion de ese segundo residuo
(en el caso de las que tienen dos cisteinas), sino que representa formas
desnaturalizadas a pH alcalino. De esta manera, también se justifica el
comportamiento de las proteinas con un solo residuo de cisteina.

Esta suposicion se complementa muy bien con la evidencia existente sobre el alto
dinamismo que presentan las Grx en su estructura y con la importancia de la
interacciéon por EdH en la estabilizacion del tiolato[36]. Estos dos principios se pueden
vincular, pensando en que la libertad conformacional de la cisteina en Grx en su
estado nativo esta estabilizada en su forma tiolato por diversas interacciones
incluyendo EdH, lo que da como resultado una cisteina acida. Ahora bien, la libertad
conformacional de la proteina frente a un aumento del pH, posiblemente elimine
alguna de esas interacciones, por cambios en la geometria, o, desprotonacién de
otros residuos. Entonces la segunda meseta que se ve en las gréficas implicaria,
segun este razonamiento, una estructura alternativa existente a pH alcalino, donde la
cisteina ha perdido estabilizaciones por las interacciones mencionadas, y presenta un
pKa aparente mayor.

Los resultados de la tabla 3 muestran la similitud en los valores de pKa entre
proteinas que realizan diferentes funciones con sus cisteinas de sitio activo.
Comparando los valores para las proteinas WT, vemos que la diferencia es de apenas
medio punto de pKa. Esto Ultimo, comienza a desdibujar el concepto de que la
reactividad y nucleofilia de estas proteinas, descansa en el pKade la cisteina de sitio
activo. Siguiendo la linea de lo que se piensa cominmente, una enzima como la
hGrx2, deberia presentar una cisteina catalitica con un valor de pKa
considerablemente més bajo que el pH fisiolégico, de manera que la forma tiolato
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reactiva de dicho residuo sea la mayoritaria a ese valor de pH, y la reaccién con
disulfuros de glutation se vea favorecida. En el caso contrario, de una proteina como
la hGrx5, que no realiza catalisis y cumple un rol mas bien estructural, no se
esperaria que el pKade su cisteina de sitio activo sea similar al de una proteina como
la hGrx2, que depende de la acidez de sus residuos cataliticos para realizar su
funcion como enzima.

Por otro lado, sabiendo que la formacion de complejos entre centros hierro-azufre
y Grx monotidlicas depende de un enlace covalente entre la cisteina de sitio activo
y el hierro, podria justificarse que una cisteina acida ayudaria a favorecer la
formacion de estos complejos. No obstante, la importancia de la acidez a nivel de
esta funcién, en un contexto regulatorio y/o de sefalizacion, sigue siendo
desconocida.

Tabla 4.4. Recopilacion de los resultados del Estudio de pKa para todas las glutarredoxinas. La sigla “n.d.”
se utilizé para los valores que no se determinaron.

Proteina AD'S iplin) mBBr Especire W
hGrx5 WT n.d. 5,08 + 0,37 4,71 + 0,03
hGrx5 C67S n.d. 4,60 + 0,17 4,20 + 0,10
hGrx5 C122S n.d. 4,39 + 0,24 4744007
PKa
n.d. 6,53 + 0,25 n.d.
hGrx2 WT 5,27 + 0,06 5,58 + 0,06 n.d.
hGrx2 C40S n.d. 5,81 + 0,07 n.d.

Los resultados de la tabla 4.4 explicitan qué tanta complementariedad existe entre
técnicas cuyo fendmeno observado para determinar el pKa, es distinto. Comparando
los valores obtenidos para la hGrx2 WT en la titulacién a 240 nm y por reactividad
con mBBr, se nota que, si bien los valores no son exactamente los mismos, existe
una diferencia de apenas 0,3 unidades. Esta diferencia, es lo suficientemente
pequefia como para afirmar que las técnicas se complementaron bastante bien, y
que, posiblemente el valor de pKadel residuo de cisteina catalitico se encuentre en
un valor proximo a los determinados por los dos enfoques. Al depender ambas
técnicas, directamente del estado de protonacion del grupo tiol, era de esperar que
arrojaran resultados de considerable similitud.

Al comparar los resultados obtenidos por reactividad con mBBr y por cambios en el
espectro de emisién de triptéfano, vemos una notoria similitud. A diferencia de las
técnicas anteriores, la titulacion por deteccidon de cambios en la emision del triptéfano
vecino al residuo a titular, es completamente indirecta, y no necesariamente
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dependiente del estado de protonacién del grupo tiol cisteinico. Sin embargo, pese a
gue es distinto lo que se observa en cada método, las diferencias entre los resultados
son menor de lo gue uno esperaria.

Es destacable la particular acidez de las glutarredoxinas en cuanto al valor de pKa
de sus cisteinas cataliticas. No obstante, el motivo de esta propiedad, es ciertamente
enigméatico. Por més de que existan leves diferencias entre los valores determinados
y que las aproximaciones usadas fueran distintas, los valores, en su conjunto, apuntan
a que la cisteina N-terminal de sitio activo es acida, independientemente de la funcion
de la Grx en cuestion. Para el caso de la hGrx5, se da que ambas cisteinas, Ny C-
terminal, son acidas, lo que adiciona complejidad a la hora de buscar un motivo que
fundamente la acidez de la C-terminal.

El hecho de poseer cisteinas acidas, puede llegar a ser una consecuencia
estructural de conservar un sitio de unién a GSH a lo largo de la evolucion. Es posible
gue la evolucion no haya seleccionado cisteinas particularmente &cidas, sino,
estructuras que favorecieran las reacciones de oxidorreducciéon y la captacion de
hierro, con el glutation como sustrato.

Esto lleva a quitarle importancia al valor de pKa como determinante de reactividad; y
gue las diferencias estructurales, que, llevan a que glutarredoxinas de clase | y Il usen
el glutation para funciones distintas, no implican que las cisteinas de una clase sean
mas &cidas que las de la otra.

4.2 Cinética bimolecular

4.2.1 Cinética con mBBr

Como ya hemos mencionado, la actividad oxidorreductasa dependiente de glutation,
es la caracteristica que separa a la hGrx2 de la hGrx5, en las correspondientes clases,
| y Il respectivamente. En la bisqueda de los componentes determinantes de la
actividad de intercambio tiol-disulfuro, decidimos evaluar la nucleofilia de las cisteinas
de sitio activo en igualdad de condiciones. Con igualdad de condiciones, nos
referimos a enfrentar a ambas proteinas a un electroéfilo inespecifico, como el mBBr.
Bajo estas condiciones encaramos el tema de la nucleofilia de manera mas simple,
en una cinética bimolecular entre el tiol de la cisteina de sitio activo y dicho electrdfilo.
La inespecificidad del mBBr, excluye, a priori, la posibilidad de que la arquitectura del
sitio activo de cualquiera de ambas proteinas, favorezca la reaccion en términos de
velocidad. Esto es lo que nos garantiza, en definitiva, la igualdad de condiciones entre
las proteinas activas y las que no lo son. Todo lo contemplado nos aproxima a
observar la nucleofilia inherente a las cisteinas de sitio activo.

En estos experimentos, nos marcamos como objetivo determinar la constante de
velocidad de segundo orden para la reaccion entre las hGrx y el mBBr, con el analisis
cinético que se planted en la seccion de materiales y métodos (ver 3.2.1). A este
parametro, lo consideramos como medidor de la nucleofilia; estableciendo que un
valor relativamente alto de dicha constante, implicaria una mayor nucleofilia. A modo
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de ejemplo, en la figura 4.8, se muestra un curso temporal de reaccion de la hGrx2
WT, a un valor de pH aproximado a 7 y 25°C.

14 -

T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
tiempo (s)
Figura 4.8. Cursos temporales de reaccion. En azul se muestra el curso temporal de reaccion entre hGrx2

WT (1,7 uM) y mBBr (20 pM). Se registro la intensidad de fluorescencia (IF) en el tiempo. La linea de color
rosado es el control sin hGrx2 WT. El gréfico representa triplicados superpuestos, para ambos casos.

A partir de cursos temporales como los de la figura anterior, se determiné el valor
de la koss, para cada concentracion de mBBr, mediante el analisis cinético
explicitado en el punto 3.2.1.2 (Materiales y Métodos). Vale la pena mencionar, que
para las hGrx5 la reaccion fue mucho mas lenta, y por lo tanto, fue seguida por mas
tiempo, de manera de ver el final. No obstante, la lentitud de la reaccion entre
glutarredoxinas y mBBr fue tal, que solo en las concentraciones mas altas del dltimo
se comienza a ver la finalizacion.

En las siguientes figuras (15 a 20) se muestran los perfiles de koss vs. mBBr,
obtenidos para todas las proteinas.

62



8.0x10°+ A 8.0x10°~ B
. 6.0x10°{ 6.0x10°
<
2
%]
m
O  4.0x10°1 4.0x10°°4
X
2.0x10°4 2.0x10°
0.0 . . 0.0 r v
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
4
1.0x10"* 2.0x10" }
<~ 8.0x10° * %
1 -4
(723 [ 1.5x10"
%]
0 6.0x10°
(@]
=~ 1.0x10"4
4.0x10°
2 Ox10° 5.0x10°
.OX 1
0.04 r r " 0.0 r r r r r r "
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
% 6.0x10"1 % &
-4
3.0x10™ 1 ;
A !
‘0’ 4
4.0x104
wn y
8 2.0x10" .
<
1.0x10*4 2.0x10*4
0.0 . . . . r ¥ , 0.0 x . . r r r ,
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210

[MBBI] (M)

[MBBI] uM)

Figura 4.9. Graficos de constantes observables de la reaccion entre Grx (1 uM) y mBBr, en funcion de la
concentracién del ultimo. Cada valor de koss, es el promedio resultante de cuadriplicados. Se muestran las

tendencias para las Grx2 (A) WT, (B) C40S, y las Grx5(C) WT, (D) C67S, (E) C122Sy (F) -Loop + poliGly.

En las figuras anteriores, las distintas glutarredoxinas coinciden en su
comportamiento, en las concentraciones mas altas de mBBr. Se observa que, en
estos puntos, la kogs no aumenta conforme lo hace la concentracién de mBBr, sino
gue se estanca. Lo cual definitivamente no corresponde con el marco tedrico



planteado para estas reacciones, en el que se espera un comportamiento
directamente proporcional entre la concentracion del reactivo en exceso y la constante
observable. Ademas, en la mayoria de los casos observados en esta figura, las
rectas no pasan por el origen, lo que también va en contra de lo planteado, ya que a
concentracion nula de reactivo no deberia suceder la reaccion.

Dada esta situacion, no se han tenido en cuenta los puntos que no siguen la
tendencia esperada (representados en rojo), de manera de obtener un valor de
constante de segundo orden dentro de la linealidad.

Lo interesante de estas observaciones, es que son prueba de que existe una
dependencia lineal entre la velocidad de reaccion y la concentracién de mBBr, pero,
solo hasta cierto valor de la Ultima. Esto puede ser consecuencia del comportamiento
del fluoréforo a partir de cierto valor de concentracién, ocasionando el efecto de filtro
interno de fluorescencia.

Tabla 4.5. Resultados de k en unidades de M-1s1, para la cinética de reaccién con mBBr. Los valores de k
se obtuvieron de los ajustes lineales, representados con distintos colores, en la figura 4.9.

Proteina k (M1s?)
hGrx2 WT 29,0+£6,0
hGrx2 C40S 51,9+45
hGrx5 WT 0,38 £ 0,06

hGrx5 C67S 15+04

hGrx5 C122S 1,9+£0.1

hGrx5 -Loop + poliGly 2,1+0,2

Los resultados indican una clara diferencia de un orden de magnitud entre las Grx
2 y 5 (tabla 4.5). Remitiéndonos al criterio de que el valor de k, esta directamente
relacionado con la nucleofilia de las cisteinas de sitio activo y también con su
reactividad, se puede afirmar que las Grx2 son mas nucledfilas, o reactivas, que las
5.

Entre las Grx2, la C40S mostré ser aproximadamente 2 veces mas rapida que la
WT. Este fenbmeno se ha visto para otras glutarredoxinas, en las que la mutacion
de la cisteina C-terminal de sitio activo, aumenta la velocidad aparente de la reaccion
catalitica[52]. La presencia de la cisteina carboxiloterminal, esta relacionada con la
regulacion de la cisteina aminoterminal y con la proteccion de la ultima, para evitar
la formacién de las especies sobreoxidadas. Teniendo en cuenta esto, se puede
plantear que la presencia de la C40 en la proteina WT podria enlentecer, de alguna
manera, la reaccion con el mBBr.
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Un caso totalmente distinto es el de las hGrx5, que mostraron una velocidad muy
baja. Sorprende, particularmente, que la WT sea la mas lenta de todas y que la
mutante de region, la mas rapida. También, llama la atencion, que las mutantes sin
cisteina de sitio activo (C67S) y sin la cisteina alejada del mismo (C122S), sean mas
rapidas que la canonica.

Se puede llegar a justificar la velocidad de la mutante de regién, si recordamos lo
discutido en la seccion 4.1.1. Como se sospecha que la proteina se encuentra mal
plegada, podriamos suponer que los residuos de cisteina se encuentran mas
expuestos al solvente, de manera similar a tioles de bajo peso molecular, y por lo
tanto reaccionen mejor con el mBBr. Esta hipotesis acomparia el resultado de 6,53
para el pKa, ya que es relativamente cercano a los valores que presentan tioles de
bajo peso molecular. De todas maneras, la velocidad de reaccion sigue siendo muy
pequefia, incluso menor a la de un tiol de bajo peso molecular.

Una buena manera de comparar las reactividades de tioles proteicos y de bajo peso
molecular, es mediante la construccion de un gréfico de Bragnsted (figura 4.10), a partir
de la constante independiente del pH (kipn), calculada a partir del valor de la asintota
horizontal del primer pKa de los ajustes de titulacion con mBBr, y los valores de pKa.
Los pKa y kipn para los tioles de bajo peso molecular fueron extraidos de la
literatura[53].

-Loop + paliGly

Figura 4.10. Gréfico de Brgnsted para la reaccion entre distintos tioles de bajo peso molecular y el mBBr.
Los tioles utilizados para marcar la tendencia fueron: 2-Mercaptoetanol (2-ME), cisteina (Cys), glutation
(GSH), N-acetilcisteina (NAC), cisteina etil éster (CEE), Captopril y el acido dimercaptosuccinico (DMSA). Las
proteinas (hGrx5, estrellas; hGrx2, esferas), fueron agregadas al gréafico, una vez calculada k (M-1s1)
independiente del pH, a partir de los valores del ajuste de pKay de la constante de reaccion de segundo orden
con mBBr.
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La tendencia de reactividad para tioles de bajo peso molecular, estd marcada por
la linea roja del ajuste en la figura 4.10. Las Grx2, se encuentran por arriba de la
tendencia, lo que significa que sus cisteinas son mas reactivas en relacion a los
tiolatos no proteicos. Las Grx5 cayeron fuera de la tendencia, por lo que sus cisteinas
presentan un importante impedimento a la hora de reaccionar con el mBBr.
Posiblemente la naturaleza de este impedimento es que sea estérico, por lo que la
reaccion estaria espacialmente restringida la mayor parte del tiempo.

Para el caso de la mutante de region, vemos que el gréfico de Brgnsted muestra lo
contrario a lo discutido anteriormente. La proteina cae fuera de la tendencia, con
menor reactividad de la esperada para un tiol de bajo peso molecular con ese valor
de pKa. No obstante, esto no descarta que la proteina se encuentre mal plegada.

La situacion de la hGrx5 WT continda siendo dificil de descifrar; dado que
practicamente no es reactiva, a pesar de tener las dos cisteinas que por separado
son mas veloces (la C122 en el caso de C67S y la C67 en el de la mutante C122S).

Por ultimo, se puede afirmar que, en igualdad de condiciones, las hGrx2 son
mejores nucledfilos que las hGrx5.
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4.2.2 Cinética con FGSSGF

Con el objetivo de estudiar la cinética del primer paso de reaccion de
deglutationilacion, llevamos a cabo la sintesis del sustrato glutation disulfuro
fluoresceina, o como se lo denomino anteriormente, FGSSGF.

A diferencia de la cinética con mBBr, no nos encontramos en igualdad de
condiciones. La hGrx2 asegura que la reaccion se vea altamente favorecida, ya que
el GSSG es sustrato de la misma. Por lo tanto, llegar a concluir que la rapidez de la
reaccion se deba a que la cisteina de sitio activo de la Grx2 tenga un azufre mas
nucleofilico, o reactivo, no seria adecuado, ya que en este caso existen otros factores
gue estan involucrados en la velocidad de la reaccion. Como se menciond
anteriormente, el hecho de que el GSSG sea sustrato favorece ampliamente la
reaccion con las hGrx2; principalmente por las interacciones que se dan entre el sitio
activo y el sustrato, que disminuyen la barrera energética para la reaccion, llegando
a productos con mayor facilidad. Lo contrario sucede con las hGrx5, que, al no ser
activas, no presentan un sitio activo que favorezca la reduccion de disulfuros de
glutatién y, en un principio, se espera que sean mas lentas.

En este experimento esperamos constantes de segundo orden altas, para las hGrx2
y pequefias para las hGrx5. Esto se vio reflejado en los tiempos de reaccion
observados en la figura 4.11 para las Grx2 y 5 WT. Se nota que la reaccion termina
en cuestidon de décimas de segundo para el caso de la Grx2, mientras que, para la
Grx5, la reaccion comienza a finalizar en aproximadamente 3 horas.

— hGrx2 WT — hGrx5 WT

7.5 A - 30

.-28

7.0 4 .-26
S:/ 6.5 - .-22 S/
L [0 &

6.0 - .-18

- 16

5 +-—1-—vr————rSTf——TT—T | 14

0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 2000 4000 6000 8000 10000
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Figura 4.11. Cursos temporales de la reacciéon de hGrx5 WT 12 uM (linea azul) y hGrx2 WT 10 uM (linea
roja) con FGSSGF, 50 y 100 nM respectivamente. Los valores de IF son de equipos distintos, y los
experimentos fueron realizados en distintas condiciones (ver 3.2.1.2).
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En este caso también trabajamos en condiciones de cinética de pseudo-primer
orden, en las cuales el reactivo variable y en exceso fueron las glutarredoxinas, y el
reactivo en defecto el FGSSGF. Aspectos destacables del FGSSGF, como fluoroforo,
fueron su capacidad de emitir una muy buena sefal, a concentraciones del orden de
nM y la observacion de un buen cambio de intensidad de fluorescencia entre su forma
oxidada (FGSSGF) y reducida (FGSH).

A continuacion, se presentan los gréaficos de koss en funcion de la concentracion de
glutarredoxina, para hGrx2 WT, C40S, hGrx5 WT y C122S.

50.- ® C40S

40 -

30 -~

_1)

20 4

kKoBs (s

10 -+

0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

[hGrx2] (uM)

Figura 4.12. Gréfico de constante observable de la reaccion entre FGSSGF (100 nM), hGrx2 WT y C40S,
respectivamente, en funcién de la concentracion de proteina. Dada la velocidad de la reaccion el experimento
se realizé en un equipo de flujo detenido como se indicé en el punto 3.2.1.2. Cada valor de kogs, €es el
promedio resultante de 15 cursos temporales.
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Figura 4.13. Gréfico de constante observable de la reaccion entre FGSSGF (50 nM), hGrx5 WT y C122S,
respectivamente, en funcion de la concentracion de proteina. Dada la velocidad de la reaccion el experimento
se realizé en un lector de placas, como se indicé en el punto 3.2.1.2. Cada valor de koss, es el promedio
resultante de cuadriplicados.

Para el resto de las proteinas (hGrx5 C67S y -Loop + poliGly), no se dio la reaccién
de la forma esperada. En la mayoria de las concentraciones en exceso utilizadas, no
se not6 un cambio en la intensidad de fluorescencias, que indicara reaccion (ver figura
4.14). En consecuencia, no se pudo construir el grafico secundario de koss vs. [hGrx].
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Figura 4.14. Graficos de cursos temporales de reaccion entre FGSSG 50 nM y distintas concentraciones de
hGrx5 C67S (A); y FGSSGF 25 nM, contra distintas concentraciones de hGrx5 -Loop + poliGly (B).

Para la parte A de la figura anterior, queda claro que, en casi 3 horas de observacién,
no hay un patron que dé pauta de la ocurrencia de reaccion con la hGrx5 C67S.
Teniendo en cuenta que se trata de la mutante de cisteina de sitio activo de la hGrx5,
es facil imaginarse que la falta de la misma implique que no haya reduccién del
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sustrato. Sin embargo, visto que la segunda cisteina libre de la Grx5, C122, presenta
una acidez particular, (pKa ~ 4,6), podria haberse visto reaccion en las condiciones
de pH en las que se realiz6 la experiencia (pH ~ 7,1), ya que la forma tiolato seria la
predominante. El hecho de que esto no haya sucedido, demuestra nuevamente que
la acidez de una cisteina no asegura reactividad. Para el caso de Grx, claramente
hacen falta otras interacciones a nivel de sitio activo, que favorezcan la reduccion de
sustrato.

En el caso de la hGrx5 -Loop + poliGly, se nota la existencia de reaccién solo para
los ultimos valores de concentracion. A partir de 168 nM de proteina, se observa
reaccion, pero luego, conforme sigue aumentando la concentracion de proteina, la
velocidad de reaccion baja. Este comportamiento impide cualquier intento de analizar
la cinética de reaccion a través las condiciones hasta ahora utilizadas. Nuevamente,
podemos justificar lo observado, considerando que la proteina no se encuentra
correctamente plegada. Esto puede implicar que la estructura del sitio activo se
encuentre alterada. También el hecho de que la proteina presente una secuencia de
seis residuos de glicina, puede adjudicarle mayor libertad y flexibilidad a la estructura
proteica, causando que en la minoria de los casos, la proteina este en la conformacién
correcta como para reaccionar. Otro aspecto que vale la pena destacar, es que para
este caso la diferencia entre los reactivos en defecto y en exceso es de apenas un
orden de magnitud para la maxima concentracion de proteina. Para trabajar en
condiciones de pseudo-primer orden, generalmente se recomiendo una diferencia de
al menos dos érdenes de magnitud entre reactivos. Entonces en este caso podriamos
estar viendo las consecuencias de no estar en las condiciones 6ptimas. Esto fue
debido a que el stock de proteina de partida, fue de baja concentracién.

Tabla 6. Resultados de k en unidades de M-1s1, para la cinética de reaccion con FGSSGF. Los valores de k

se obtuvieron de los ajustes lineales, representados con distintos colores, en las figuras 23 a 26. La sigla
“n.d.” se utilizé para aquellas proteinas cuyo valor de k no se pudo determinar.

Proteina k (M1s™)
hGrx2 WT 4,67x106 + 0,02x108
hGrx2 C40S 2,94 x10° + 0,06x10°
hGrx5 WT 375+1,7
hGrx5 C67S n.d.
hGrx5 C122S 50,7+0.8
hGrx5 -Loop + poliGly n.d.

Los resultados de constantes de velocidad de la tabla 6, reafirman lo que se viene
discutiendo en esta seccion. Existe una enorme diferencia en la velocidad de
oxidacion de las cisteinas de sitio activo (5 6rdenes de magnitud), entre
glutarredoxinas 2 y 5. Teniendo en cuenta los resultados de la cinética con mBBr, la
diferencia no alcanza a justificarse por una reactividad inherente a las cisteinas. Aqui
gueda en evidencia, que el aspecto que marca la diferencia, es la estructura del sitio
activo y sus interacciones con la entidad glutation. Y, por lo tanto, este resultado
respalda la hipotesis, de que la diferencia entre las funciones que realizan estas dos
glutarredoxinas, tendria su origen en sitios diferentes de unién a GSH, que modularian
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la nucleofilia hacia diferentes reacciones: reduccion de disulfuros en clase | y adicion
a centros Fe-S en clase Il

Sin embargo, vale la pena destacar, que el FGSSGF, como sustrato, pierde un par
de interacciones, relevantes en el denominado surco del glutatién (ver intro), debido
a que la fluoresceina se incorpora en el grupo amino del y-glutamato. Esto puede
verse claramente en la figura 4.15.

Codigo de colores:
E.coliGrx1
H.sapiens Grx1
H.sapiens Grx2
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Figura 4.15. Mapa de interacciones conservadas entre Grx y el glutation. Entre paréntesis se indican los
grupos funcionales de los residuos que participan en la interaccion. La figura es una adaptacién de Gallogly et
al., 2009 [31]. Con el simbolo rojo se indica la interaccion que se pierde a la hora de introducir Fluoresceina
en el GSSG.

A pesar de que se pierde la interaccion, la reaccion sigue siendo asombrosamente
rapida, lo que sugiere que el sitio de union, reconocimiento, o surco, de glutatiéon es
bastante flexible permitiendo compensar la pérdida de determinadas interacciones.
Otro aspecto debatible, es plantearse que tan relevantes son estas interacciones en
el surco, o si existe de verdad un sitio de unién al glutation. Lo que se sabe es que a
pesar de que ciertos residuos son conservados en este sitio de union, su ausencia o
presencia, no demarca una relacion evidente con la catalisis.
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4.3 Cinética enzimatica

4.3.1 Medidas de actividad enzimatica

El criterio de clasificacion mas general para glutarredoxinas, hace una distincion
entre las que presentan actividad en el ensayo de deglutationilacion (ver 1.1.2), y las
gue no. De esta manera evaluamos la presencia o ausencia de actividad para la hGrx2
y 5 WT. El sustrato disulfuro para glutarredoxinas en este ensayo, fue el disulfuro
mixto entre glutation y B-mercaptoetanol (GSSEtOH), el cual fue sintetizado para este
trabajo (ver procedimiento en 3.2.1).

Para la construccion del grafico de la figura 4.16 se definio la velocidad inicial, como
la pendiente del tramo lineal del curso temporal de reaccién, seguido por absorbancia
a 340 nm (figura 4.16 A). El rango lineal se delimit6 como los primeros 150 segundos
de reaccion. El valor de la pendiente en unidades de Abs/s, lo transformamos a
valores de concentracion por segundo, mediante el coeficiente de extincion del
NADPH a esa longitud de onda. Teniendo en cuenta las concentraciones de proteina
usadas, asumimos encontrarnos en condiciones de estado estacionario con exceso
de ambos sustratos: GSSEtOH 0,2 mM y GSH 1,8 mM.

Se puede observar que la pendiente correspondiente a la reaccion con Grx2, es
mucho mas pronunciada que el control en ausencia de la misma (4.16 A). En cambio,
para la Grx5, la diferencia entre el control y la reaccion con proteina es mucho mas
sutil (4.17 A), dando pauta de la ausencia de actividad en este caso (4.17 B).

Para estas medidas esperamos un comportamiento lineal entre la velocidad inicial
y la concentracion de proteina. La pendiente del ajuste lineal que se ve en las graficas
4.16 y 4.17, representan un coeficiente proporcional a la actividad especifica de la
enzima, ya que no se grafico la actividad en funcion de la concentracion de enzima,
sino la velocidad inicial de reaccion.
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Figura 4.16. (A) curso temporal de reaccion de hGrx2 WT, seguido por el descenso en la absorbancia a 340
nm correspondiente al consumo NADPH. Las lineas s6lida y discontinua, representan el control sin y el
ensayo con 0,16 uM de hGrx2 WT, respectivamente. (B) grafico de velocidad inicial de reaccion en funcion
de la concentracion de proteina.
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Como era de esperarse, segun su clasificacién y reportes de la literatura, la hGrx2
demostro ser activa en este ensayo, registrandose un valor de kcar aparente de 0,15
+ 0,01, en unidades de pM NADPH puM Enzimas, obtenido del ajuste lineal de la
figura 4.16 B. Para la hGrx5, no se vio actividad, como también era de esperar, para
Grx de clase Il monotidlicas. La pendiente que aparece en la grafica de la figura 4.17
B, fue realizada para demostrar graficamente la ausencia de actividad. El gran error
gue se obtuvo para cada punto, refleja la oscilacion producida por la inexistencia de
reaccion enzimatica.

4.3.2 Cinética michaeliana

Teniendo en cuenta el tipo de mecanismo de la reaccion estudiada (ver 1.2.2),
realizamos un analisis cinético caracteristico de enzimas bisustraticas. En estos casos
se realizan dos series de experimentos: en una primera instancia, se varia la
concentracion de uno de los sustratos (GSH) manteniendo la concentracién del otro
(GSSEtOH) fija, repitiendo a diferentes concentraciones de ultimo. La segunda serie
consiste en el experimento inverso, es decir, se varia la concentracion de GSSEtOH
para distintas concentraciones fijas de GSH.

Para cada una de estas series se obtienen perfiles hiperbdlicos, tipicos de cinética
estacionaria de Michaelis-Menten, los que se consiguen graficando velocidad inicial
de reaccién en funcion de distintas concentraciones de sustrato (variable) GSSEtOH
o0 GSH. El perfil obtenido se ajusta a la ecuacion de cinética de estado estacionario
(Ec.4.1), a partir de la cual obtenemos los valores de velocidad maxima (Vmax) y Kwm
aparentes, para el sustrato variable, en todas las concentraciones de sustrato fijo que
se utilizaron.

_ VmaxIS]

v
0™ Kp+[s]

Ec4.1

En nuestro caso llevamos a cabo este procedimiento para la hGrx2WT; en el cual
solo realizamos la primera serie de experimentos, variando el glutation a distintas
concentraciones fijas de GSSEtOH. En la figura 4.17, se muestran los perfiles
hiperbdlicos obtenidos a partir de concentraciones variables de GSH, y distintas
concentraciones fijas de GSSEtOH. Los mismos fueron ajustados a la ecuacion 4.1,
obteniendo asi, los valores de Vmax y Km aparentes que aparecen en la tabla 4.7.
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Figura 4.18. Perfiles de velocidad inicial de reaccion en funcion de la concentracion de GSH, para
determinadas concentraciones fijas de GSSEtOH (lineas de distintos colores). La concentracién de hGrx2 WT
fue de 160 nM, y no varié durante el experimento.

Tabla 4.7. Resultados de Kuwy Vmax aparentes, obtenidos de los ajustes de los perfiles hiperbdlicos, para las
distintas concentraciones de GSSEtOH. Los valores de Vwax, fueron convertidos de pMs-1, a nMs-2.

| [GSSEtOH] (UM) Ky (uM)  Viwax*® (NMs™) |

30 226 + 36 22+1
70 241 +13 371
100 338 + 58 43 +3
150 605 + 66 48 + 2
200 775+ 87 49 + 2
300 499 + 80 39+2
400 414 + 39 43 + 2
600 396 + 38 40 + 2

800 442 + 107 34+5



Continuando con el andlisis, se procede a realizar graficos secundarios, los cuales
consisten en graficar los parametros aparentes, ya sea Vuax 0 Ky, en funcién de las
distintas concentraciones de GSSEtOH usadas. El comportamiento esperado para
estos graficos se muestra en la simulacion de la figura 4.19.

KM 0 VMax para GSSEtOH o GSH

KMApp 0 VMaXApp

[GSSEtOH] 0 [GSH]

Figura 4.19. Simulacion del gréfico secundario esperado para el andlisis de enzimas bisustraticas. Con la
linea azul se indica la asintota horizontal de la funcion.

Ajustando el perfil obtenido a partir de los graficos secundarios a una hipérbola (del
estilo de la ecuacion 4.1), se obtienen los pardmetros cinéticos independientes de la
concentracion de sustrato, a partir de la asintota horizontal de la funcién. Por ejemplo,
si se grafica en funcion del sustrato GSSEtOH, se obtienen los parametros
independientes de la concentracion del mismo, Vuax y Km para el GSH. Por otro lado,
al graficar en funcion del GSH, se obtienen la Vwvax y el Ku para el GSSEtOH,
independientes de la concentracion de GSH.

Ahora bien, lo esperado no es siempre lo que se encuentra. Tanto, de los perfiles
gue se muestran en la figura 4.18, como, de los resultados de la tabla 4.7, se observa
gue los parametros aparentes van incrementando su valor conforme aumenta la
concentracion de GSSEtOH hasta cierto punto, a partir del cual, comienzan a
disminuir. Dicho maximo, se encuentra a 200 uM de GSSEtOH.

Para observar que les sucede a los parametros aparentes a las distintas
concentraciones de sustrato fijo, se llevaron a cabo gréaficos de Vmax y Km aparentes
para el GSH en funcion de la concentracion de GSSEtOH. Como se puede apreciar
en la figura 4.20, para ambos pardmetros se observa la tendencia descrita
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anteriormente: los valores aumentan hasta un maximo en 200 uM de GSSEtOH, a

partir del cual disminuyen.
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Figura 4.20. Graficos secundarios de Vmax 0 Km en funcion de las distintas concentraciones fijas de
GSSEtOH.
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Este panorama dificulta el andlisis cinético, siendo particularmente dificil asignarle
un comportamiento, o un modelo, a lo observado. Dado que se observa disminucién
en la Vuax para concentraciones altas de GSSEtOH, sugerimos que se esta dando
una inhibicion por exceso de este sustrato. Para la Kv sucede exactamente |lo mismo,
indicando que el efecto de la inhibicion de GSSEtOH repercute en ambos parametros,
lo que generalmente se vincula a un efecto de inhibicion mixta.

Decidimos centrarnos en el efecto del GSSEtOH sobre la Vwuax, introduciendo el
modelo de Haldane para inhibicion por exceso de sustrato[54], que se describe con
la ecuacion 4.2.

VM
V= K—axs Ec. 4.2
S K3

Este modelo contiene el término K;S, que representa la constante de inhibicion del
sustrato a altas concentraciones. La idea detras del modelo, es la suposicién de la
formacién de complejos improductivos, entre la enzima y el sustrato. Dicho modelo,
solo contempla el caso de enzimas monosustraticas, por lo que los valores de Vwax,
Kmy KiS obtenidos del ajuste, son aparentes, en nuestro sistema experimental. A
pesar de que el modelo no fuera el mas adecuado para nuestra situacion, logramos
ajustar el perfil obtenido en la figura 4.20 B con la ecuacion 4.2.

0.06 -
0.05
0.04 - %
0.03

0.02 1

Vitax' PP (uMis)
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0.00

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
[GSSEtOH] (M)

Figura 4.21. Gréfico secundario de Vuax en funcion de las distintas concentraciones fijas de GSSEtOH,
ajustado a la ecuacion del modelo de Haldane (Ec. 4.2). El punto rojo no fue tenido en cuenta para el ajuste.
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Sorprende, principalmente, que el ajuste haya sido bueno, a pesar de que nuestro
sistema no se viera completamente amparado por el modelo. Pensando en lo que
podria querer decir este comportamiento en un contexto celular o fisiol6gico, vemos
gue en realidad no tiene mucha relevancia. Una mitocondria con mas de 200 uM de
componentes glutationilados, seria un caso particularmente extremo, y al mismo
tiempo indefinido, ya que no se conocen las concentraciones a las cuales puedan
llegar este tipo de sustratos. Se podria decir que lo que se determing, fue el
comportamiento un tanto virtual, de la enzima, como consecuencia de haber llegado
a concentraciones exageradas. Revisando la literatura, se ve que la mayoria de los
autores que emprendieron este tipo de experimentos con glutarredoxinas, llegan
hasta menos de 200 uM del sustrato fijo, disulfuro mixto de glutation, que da la
‘casualidad” que es justamente el punto a partir del cual el comportamiento de la
enzima deja de ser el esperado.

Sin duda, para tener una idea de hasta qué punto es de utilidad desglosar la catélisis
de una enzima, hay que saber, aunque sea aproximadamente, las concentraciones
fisiologicas de sustrato. Esto permite sacar conclusiones sobre el rol celular de dicha
enzima, y su importancia en una determinada via metabdlica, asi esclareciendo su
funcién, para darle significado a todo el conjunto de informacidn experimental que se
conoce sobre la enzima (estructura, interactoma, cinética, etc).

Esta aparente inhibicion por sustrato en ésta Grx, sumada al enigma de las altas
concentraciones celulares de GSH[18], dejan en claro que existe un universo bastante
grande detras del problema de la interaccion entre glutarredoxinas y glutation.
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Conclusiones y Perspectivas

Los ensayos de titulacién revelaron dos aspectos interesantes sobre el pKa de
glutarredoxinas. Por un lado, la similitud en los valores determinados a través de
enfoques experimentales totalmente distintos, nos ayuda a afirmar con seguridad que
las Grx son proteinas acidas. Seria muy dificil encontrar un motivo por el cual estos
valores determinados observando fenédmenos que no tienen nada que ver entre si, en
equipos y dias distintos, fuera una mera casualidad. Por otro lado, descubrimos que
la Grx5 presenta un segundo residuo de cisteina acido (C122), con un valor de pKa
practicamente igual al de la de sitio activo. Esto demuestra la complejidad a la hora
de tratar de encontrar determinantes del bajo pKa en cisteinas de Grx. Uno podria
tratar de explicar la importancia de la acidez en cisteinas funcionales de sitio activo,
gue a nivel del mismo existan diversos tipos de interacciones que estabilicen al tiolato
significando un descenso en el pKa. Pero a la hora de fundamentar la acidez de un
residuo de cisteina que no se ha visto implicado en ninguna funcién para estas
proteinas, el asunto se torna complejo.

Vinculando este altimo concepto, con los resultados de nucleofilia inespecifica en la
cinética con mBBr, llegamos a la siguiente conclusion. Lo que con frecuencia se cree
sobre cisteinas con bajo pKa, €s que son especialmente reactivas ya que a pH
fisiologica predominaria la forma tiolato. Entonces esto se veria reflejado en una
importante nucleofilia en la reaccion con mBBr. Este no fue el caso, ya que las Grx5
demostraron ser demasiado lentas en la reaccion, inclusive quedaron por debajo de
la tendencia de lo esperado para tioles de bajo peso molecular, mientras que las Grx2
fueron mas rapidas y quedaron por arriba de la tendencia. A partir de esto, vemos
gue, en proteinas con cisteinas funcionales, el pKa no es garantia de reactividad o
nucleofilia, principalmente debido a que estos dos ultimos conceptos estan muy lejos
de ser generales. La nucleofilia o reactividad, dependen exclusivamente de quienes
sean las especies de la reaccion, es decir, de quien sea el electrofilo y el nucledfilo.

Entonces, ya que el motivo de la acidez de Grx no parece ser generar una cisteina
con aumentada reactividad intrinseca, ¢cual es la ventaja evolutiva?, o una mejor
pregunta, ¢Existe una ventaja evolutiva? Se puede plantear que la acidez de Grx es
una consecuencia de la estructura que presentan en cuanto a la interaccion con el
glutation. Estariamos viendo un epifendmeno de la seleccidén del sitio de union al
GSH.

La diferencia de aproximadamente 10° en la velocidad de reduccién de FGSSGF
entre Grx2 y 5 WT, nos lleva a creer que existe un mayor nimero de interacciones
con la entidad GSH en el sitio de unidon de Grx de clase | que de clase Il. También la
orientacion o distribucion espacial de la cisteina N-terminal, podria influir en este
aumento en de velocidad en la Grx2, suponiendo que para esta proteina la cisteina
estaria la mayor parte del tiempo disponible para llevar a cabo la reduccion del
disulfuro, mientras que para las Grx5 no. Como se ha dicho un par de lineas atras,
podriamos creer que el GSH esta mejor estabilizado en Grx de clase I. Este sustrato
gue sintetizamos, impide una de las interacciones mas conservadas en el sitio de
union al GSH (ver figura 4.15) y, sin embargo, la reaccién sigue siendo bastante
rapida. Por lo tanto, la dependencia de la velocidad de este paso, con el numero de
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interacciones que existan con el GSH en el sitio de unién, no es clara, pero si parece
ser bastante versatil. Para abordar este problema de mejor manera, harian falta
experimentos que tengan en cuenta la estructura en el momento de la medicion de
velocidad; esto puede ser realizado por resonancia magnética nuclear (RMN),
dicroismo circular, entre otros.

Teniendo en cuenta la hipétesis de este trabajo, comprobamos que cambiar la
identidad de los residuos del Loop, no le confiere actividad redox a Grx de clase Il.
Pero tampoco sirve rendirse tan pronto. Tal vez lo que hace falta para generar el
cambio de funcion es directamente quitar esos 5 residuos, y dejar a la hGrx5 igual a
la hGrx2 en esa region. De generarse problemas de plegamiento a la hora de la
expresion de la proteina, podria favorecerse el plegamiento mediante el agregado de
una proteina de fusién, u optimizar el uso de codones en la secuencia para que se de
un plegamiento mas “cuidadoso”.

El estudio cinético de la Grx2 WT, llegd a resultados interesantes ya que se vio un
efecto de inhibicién por el sustrato GSSEtOH a partir de determinada concentracion.
Esta informacion es de gran utilidad, para futuros investigadores en el area de
glutarredoxinas, que se topen en algin momento con esta situacion sin saber que
sucede. Por mas de que este fendmeno no tenga una relevancia a nivel fisiologico, el
aporte en cuanto al conocimiento sobre la catélisis de estas enzimas es importante.
Por otro lado, algo que hace falta realizar es el experimento inverso, es decir, realizar
los experimentos esta vez variando GSSEtOH a distintas concentraciones fijas de
GSH. De observar un efecto inhibitorio similar para el caso del GSH, podria ser
interesante a nivel de lo que ocurre dentro de la célula.

Por ultimo, opino que la elucidacion de los origenes estructurales de las diferencias
funcionales entre glutarredoxinas, es un problema que requiere de mas trabajo desde
las areas de la biologia estructural y la cinética enzimatica, y que conocer mas sobre
la interaccion entre GSH y Grx, nos ayudaria a entender mejor la importancia del
glutation a nivel fisiologico y evolutivo.
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