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Resumen

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el patdgeno causante de la enfermedad
Tuberculosis, que causa la muerte de 1.3 millones de personas por afio. El
macrofago es la célula blanco méas importante de la infecciéon por Mtb. Estas
células son capaces de fagocitar a los patdgenos que se ven expuestos a
diferentes especies citotdxicas, incluyendo oxidantes tales como peroxido de
hidrogeno, hidroperéxidos de acidos grasos y peroxinitrito. El objetivo general
de esta Tesis es la caracterizacion funcional de diferentes componentes del
sistema antioxidante dependiente de tioles del Mtb que facilitarian su
supervivencia en el fagosoma del macrofago activado. En particular realizamos
la caracterizacion cinética y fisicoquimica de la alquilhidroperdxido reductasa E
(AhpE) y la peroxirredoxina Q B (PrxQ B), dos de las cinco peroxirredoxinas
(peroxidasas dependientes de tioles) codificadas en el genoma de Mitb.
Realizamos un estudio que complementa experimentos cinéticos con
simulaciones computacionales que nos permitié dilucidar las bases moleculares
de la especificad por sustrato oxidante de la AhpE. Por otro lado demostramos
que el sulfuro de hidrogeno puede actuar como sustrato reductor de esta
peroxirredoxina, en un mecanismo que procede a través de la formacién de un
persulfuro. Predicciones cinéticas indican que el sulfuro de hidrogeno podria
competir como reductor con el sistema micotiol/micorredoxina-1, que
reportiramos en estudios previos. Adicionalmente, realizamos una
caracterizacion funcional de la PrxQ B, evaluando diferentes sustratos
oxidantes y reductores, asi como estudios fisicoquimicos que nos permitieron
demostrar cambios estructurales de la enzima vinculados a su estado redox.
Por ultimo, y teniendo en cuenta reportes que indican que macréfagos
infectados por cepas virulentas de Mtb expresan menos peroxirredoxina 3,
anico miembro de esta familia exclusivamente mitocondrial, estudiamos
modificaciones nitro-oxidativas de dicha enzima, que cumple un rol clave en la

reduccion de hidroperoxidos y peroxinitrito en la mitocondria.



Abreviaturas

Tuberculosis (TB), bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), cepas
multirresistentes a drogas (MDR-TB, Multidrug-Resistant Tuberculosis),
interferon gama (INF-y), necrosis tumoral (TNF, Tumoral Necrosis Factor),
especies reactivas del oxigeno (ROI, Reactive Oxygen intermediates), especies
reactivas del nitrégeno (RNI, Reactive Nitrogen Intermediates), NADPH oxidasa
(Nox2), radical anién superéxido (O2"), radical perhidroxilo (HO;"), peréxido de
hidrégeno (H,O,) superéxido dismutasas (SODs), glutatién peroxidasas (GPxs),
peroxirredoxinas (Prxs), radical hidroxilo ((OH), éxido nitrico (‘NO), 6xido nitrico
sintasa inducible (iINOS), lipopolisacarido (LPS), diéxido de nitrégeno radical
('NO,), peroxinitrito anion (ONOQ7), acido peroxinitroso (ONOOH), radical
carbonato (CO3"), tiol (RSH), acido sulfénico (RSOH), hidroperéxido de &cido
graso (AG-OOH), fosfolipasa A; (PLA)), lipoarabinomanano (LAM), factor de
cordon o trehalosa dimicolato (CF), trehalosa monomicolato (TMM);
dimicoserosato de tiocerol (PDIM); lipomonano (LM), sulfolipidos (SL), regulén
de dormencia (regulon Dos), triacilglicéridos (TAG), tiorredoxina (Trx),
tiorredoxina reductasa (TR), glutation (GSH), micotiol (MSH), ergotioneina
(ERG), micotiol disulfuro reductasa (MR), disulfuro del MSH (MSSM),
glutarredoxinas (Grxs), micoredoxina-1 (Mrx-1), potencial redox del par
MSH/MSSM (Ewmsn), hemoglobina truncada N (trHbN), catalasa-peroxidasa
(KatG), sulfirredoxinas (Srxs), cisteina peroxidatica (Cp), cisteina resolutiva
(Cr), acido sulfénico formado en la Cp (Cp-SOH), la totalmente plegada (FF,
Fully Folded), localmente desplegada (LU, Locally Unfolded), proteinas
disulfuro isomerasas (PDI, Protein Disulfide Isomerase), alquil hidroperéxido
reductasa C de Mtb (AhpC), alquil hidroperoxido reductasa D (AhpD),
dihidrolipoamida aciltransferasa (DalT), dihidrolipoamida deshidrogenasa (LpD),
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), tiol peroxidasa (Tpx), alquil hidroperéxido
reductasa E (AhpE), proteinas comigratorias con bacterioferritina (BCP,
Bacterioferritin Comigratory Protein), 1,4-ditiotreitol (DTT), dispersion dinamica
de luz (DLS, Dynamic Light Scattering), dispersion de rayos X de angulo
pequefio (SAXS, Small Angle X-ray Scattering), sustitucién nucleofilica
bimolecular (Sn2), mecanica cuantica/mecanica clasica (QM/MM, Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics), 15S-hidroperéxido-527,82,11Z,13E
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eicosatetraenoico (15-HpETE), 15-HETE (acido 15S-hidroxi-5Z,8Z2,11Z,13E-
eicosatetraenoico), hidroperéxido de tert-butilo (t-bOOH); hidroperoxido de
cumeno (Cu-OOH), 1-anilino-8 naftaleno sulfonato (ANS), 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoato) (DTNB), pentaacetato de dietilentriamina (DTPA), 12S-
hidroperoxido-5Z,8Z,10E,14Z eicosatetraenoico (12-HpETE), 4-hidroperdoxido-
2E-nonenal (4-HpNE), 4-hidroxi-2E-nonenal (4-HNE), constantes de velocidad
observadas (kobs), transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET,
Forster resonance energy transfer), dinamica molecular clasica (DM), area
superficial accesible al solvente (SASA, solvent accessible surface area),
enzima de resistencia a hidroperéxidos organicos (Ohr, organic hydroperoxide
resistance), raiz cuadrada de la fluctuacion cuadratica media (rmsf, root mean
square fluctuation), sulfuro de hidrogeno (H,S), cistationina B-sintasa (CBS),
cistationina y-liasa (CGL o también conocida como cistationasa, CSE),
mercaptopiruvato sulfurotransferasa (MST), persulfuros (forma protonada
RSSH/ forma desprotonada RSS’), butil hidroxitolueno (BHT), sulfato de
amonio ferroso (Fe(NH4)2(SO04),), 3,3’-Bis[N,N-bis(carboximetil)-aminometil]
orto-cresol sulfonftaleina (naranja de xilenol), 4,4’-ditiodipiridina (DTDPYy),
sonda de azufre sulfano 4 (SSP4, sulfane sulfur probe 4), acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB), persulfuro de la MtAhpE (MtAhpE-SSH), peso molecular
(PM), peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase), Tris(2-carboxietil)
fosfina (TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphine), hidroperoxido de colesterol
conjugado a acido linoleico (Co-OOH), acido borénico de cumarina (CBA,
coumarin boronic acid), HRP-compuesto 1 (HRP-1), dispersion de luz
multiangular (MALS, multiangle ligth scattering), cromatografia de exclusion
molecular (Size-exclusion chromatography, SEC-FPLC), dicroismo circular
(DC), glutation reductasa (GR), proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV,

Tobacco Etch Virus), N-etilmaleimida (NEM), radio hidrodinamico (Ry), radio de

giro (Ry).
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A. Introduccién General

A.l. TUBERCULOSIS

A.l.1. Ciclo de patogénesis

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Este patégeno puede infectar cualquier
organo del cuerpo, pero son frecuentemente los pulmones los mas afectados.
La TB se transmite por via aérea, producto de la exposicion repetida a la tos de
una persona con infeccién activa (Figura Al) (1). Los bacilos son eliminados
por mecanismos de inmunidad mediada por células o son fagocitados y
contenidos dentro de macréfagos alveolares y/o granulomas. El Mtb es un
patdogeno altamente exitoso capaz de evadir el sistema de defensa del
macrofago y ademas puede persistir en el huésped en un estado de escasa
actividad metabdlica (dormencia) en el cual las dogas antituberculosas son
poco efectivas (2-4). Sin embargo, algunos bacilos pueden mantener un estado
metabdlico activo, por lo que, en algunos casos el progreso de la enfermedad
puede detenerse con farmacoterapia, como la isoniazida (Figura Al). La TB
latente es el estado de la enfermedad en el cual se establece un balance entre
el huésped y el patégeno sin causar los sintomas tipicos de la infeccion activa
(fiebre y sudor, tos persistente, pérdida de apetito y cansancio, dificultades para
respirar y dolor toracico) (5). La TB latente puede durar la vida del individuo
infectado (6) o en cerca de 5 a 10% de los casos, puede progresar a TB activa
mediante la reactivacion de la infeccion existente implicando riesgo de vida.
Esto se ve incrementado por factores de inmunodepresién como el VIH-SIDA,
la diabetes, malnutricion y exposicion al humo del tabaco (7). La reactivacion
de TB puede ser revertida mediante farmacoterapia. Sin embargo, la ausencia
de o el tratamiento erroneo puede conducir a la formacion de lesiones en el
pulmén, provocando la licuefaccién del tejido, un tipo de necrosis que da como
resultado una transformacién del tejido en una masa liquida viscosa. Ademas,
el desarrollo de cavidades cercanas a los espacios de las vias aéreas permite

una nueva difusidon del bacilo a través de la via aérea. De esta manera, el Mtb
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se transmite a otros individuos para establecer una nueva infeccion primaria. A
su vez, los macrofagos infectados pueden permanecer en el pulmén o se

pueden diseminar a otros érganos y tejidos (TB extrapulmonar).
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Figura Al. Ciclo de Patogénesis del Mth. Esquema modificado de (8)

A.l.2. Situacion actual de la TB

Actualmente, la TB es una de las 10 causas mas comunes de muerte y
la principal causa de muerte por un agente infeccioso (situandose por encima
del HIV/AIDS) a nivel global. Segun el informe anual de la OMS sobre el control
de la TB publicado en el 2019, se estima que en 2018 ocurrieron 1.2 millones
de muertes causadas por TB incluyendo unas 251.000 muertes de pacientes
HIV-positivos. A su vez, se estima que 10 millones de personas desarrollaron
TB en 2018 de los cuales 5.7 millones fueron hombres adultos, 3.2 millones
mujeres adultos y 1.1 millon nifios. Los casos de TB por infeccién de cepas
multirresistentes a drogas (MDR-TB, multidrug-resistant tuberculosis) altamente

patogénicas, continda siendo un problema de salud publica. Se estima que en
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el aflo 2018, 500.000 personas desarrollaron TB por cepas resistentes a la
rifampicina, una droga de primera linea y el 78% de estos casos resultaron ser
MDR-TB a las drogas de primera linea.
(https://www.who.int/tb/publications/global_report/en/).
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Figura A2. Velocidad de incidencia de los casos de TB estimada en 2018. Figura tomada de

(https://www.who.int/tb/publications/global report/en/).

Esta estimado que cerca de 1.7 billones de personas (un 23% de la

poblacién mundial) tiene TB latente y estan en riesgo de desarrollar TB activa.

En Uruguay la incidencia esta estimada en unos 26.7 casos nuevos cada
100.000 personas en 2017, aungue este numero ha ido aumentando
lentamente desde el afio 2000 segun datos aportados por la Comisién
Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes. Entre
estos datos de nuestro pais se destaca un aumento en el nUmero de casos en
la poblacién carcelaria de 2016 a 2017, nimero que venia en descenso desde
el 2013 al 2016,
(http://www.chlaep.org.uy/descargas/diaTB2018/1Situacion_actual TB_Urugua
y_DrArrieta.pdf).
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A.Il. INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS

La eliminacion o contencién del Mtb depende de la respuesta inmune
innata y adaptativa del huésped. La llegada al pulmén es mediada por la
inhalacion de pequefias gotas (aerosol) que contienen un numero bajo de
bacilos (1). Una vez en el epitelio alveolar, el Mtb se encuentra con su célula
blanco primaria, el macrofago alveolar, ademéas de las células dendriticas y
neutrofilos, que son atraidas al sitio de infeccion. El epitelio alveolar es un
ambiente particular por lo que el macroéfago alveolar esta adaptado a minimizar
el dafio en el pulmén (9). El macréfago y otras células mieloides censan la
presencia del Mtb mediante receptores de reconocimiento de patégenos o de
reconocimiento de opsoninas unidas al Mtbh. Estos receptores reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos, como por ejemplo, lipidos que
componen la pared celular del Mtb (10). ElI reconocimiento promueve el
proceso de fagocitosis para la internalizacion del Mtb en fagosomas y su
posterior maduracién, que involucra la fusion con lisosomas, que contienen
proteasas y lipasas antimicrobianas. Las células infectadas con el Mtb migran a
los ganglios linfaticos pulmonares, donde la respuesta inmune adaptativa se
inicia con la produccion de interferon gama (INF-y) por las células T y de
anticuerpos por las células B (11, 12). El modelo clasico de una respuesta
inmune exitosa a Mtb incluye la activacion de los macrofagos por INF-y para
eliminar el Mtb (Figura A3). Dicha activacién, conduce a la fusién entre el
fagosoma con el lisosoma, con la concomitante acidificacion del fagolisosoma
promovida por la bomba de protones V-ATPasa, secrecién de citoquinas como
el factor de necrosis tumoral (TNF, Tumoral Necrosis Factor), IFN-a, IFN-,
interleuquina-6,-12 e -1 B, y produccion de especies reactivas del oxigeno (ROI,
Reactive Oxygen intermediates) y especies reactivas del nitrogeno (RNI,
Reactive Nitrogen Intermediates) (mecanismo que describiremos en la
siguiente seccion) que junto con las proteasas y lipasas, promoveran la
eliminacién del Mtb (13).
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Figura A3. En los macrofagos en reposo, el Mtb detiene la maduracion de fagosoma e inhibe la fusion del
fagosoma con el lisosoma. Como consecuencia, Mth reside en un compartimento ligeramente acido y esta
expuesto a ROIs generados por la NADPH oxidasa 2 (NOX2). Tras la activacion con IFN-y, el fagosoma
madura y se fusiona con lisosomas. Esto expone a Mtb a un ambiente acido generado por la V-ATPasa,
RNIs derivados de la 6xido nitrico sintasa inducible (INOS) y ROI de NOX2. Figura tomada de (14).

La autofagia es un proceso a través del cual las células degradan y
reciclan contenido citoplasmatico utilizando lisosomas. El contenido incluye
macromoléculas y organulos, asi como patégenos intracelulares como el Mtb
(proceso llamado xenofagia (15)). La autofagia es estimulada por INF-y (16) y
el proceso incluye la formacion de un fagoporo, alargamiento y cierre del
autofagosoma, seguido de fusion con lisosomas para formar autolisosomas
para degradar su contenido. Durante una efectiva respuesta del huésped, el

fagosoma que contiene el Mtb madura en autolisosomas para eliminarlo (17).

El TNF media muchos procesos importantes durante la respuesta
inmune, como la activacion de las células inmunes, diferenciacion y muerte
celular. EI mecanismo de accién del TNF la regulacién de la supervivencia del
Mtb es parcialmente atribuido a la activacion de macréfagos con aumento de la
fagocitosis y la produccion de ROIs y RNIs. Usando la infeccion del modelo del
pez cebra con Mycobacterium marinum, Roca y colaboradores demostraron
gue el TNF induce la produccién de ROIls por las mitocondrias, que inicialmente
conduce a un aumento de la muerte del Mtb pero también culmina en necrosis

de macréfagos, favoreciendo asi la supervivencia del patégeno (18).

Cuando la respuesta inmune no tiene éxito, el Mtb continla creciendo
intracelularmente hasta que lisa la célula y reinfecta nuevas células o se replica
extracelularmente. Cuando la respuesta inmune es parcialmente exitosa, los
macrofagos activados y otras células huésped (células T, B y fibroblastos)
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rodean células infectadas con Mtb en un granuloma, creando condiciones
hipoxicas, acidas, pobres en nutrientes que son menos permisivas para la
replicacion del Mtb. El granuloma puede beneficiar al huésped al contener y
restringir la propagacion de la infeccion y generar una respuesta inmune
localizada. Sin embargo, este mecanismo no siempre tiene un efecto
esterilizador, ya que el Mtb emplea numerosas estrategias para garantizar su

supervivencia (19).
A.ll.1. Fagocitosis y generacion de ROIs y RNIs por el macr6fago

Describiremos las vias de generacion (Figura A4) y la quimica de los
ROI y RNI (que son “actores” fundamentales en la realizacion de esta Tesis)

involucrados en la eliminacion de patégenos en general.

Tras el reconocimiento y la fagocitosis de los patdégeno se desencadena
el ensamblaje y activacion de la NADPH oxidasa 2 (Nox2) de macréfagos, un
complejo enzimético que comprende componentes citoplasmaticos reguladores
(p47phox y p67phox) y el heterodimero, gp91P"*gp22P"* unido a la
membrana. La formacion del complejo activo conduce a la reduccion univalente
del O, al radical anién superéxido (O2") (20). Los equivalentes de reduccion
requeridos para esta reaccion provienen del NADPH, que se genera
fundamentalmente en la via de las pentosas fosfato, permitiendo la generacion
de O, que puede durar de 10 a 90 minutos (21-23). A medida que los
electrones fluyen de NADPH a O,, los protones se mueven a través de canales
dependientes de protones activados por voltaje, manteniendo asi la actividad
de la Nox2 (20). El O," (E*” 0,/0," = -0.33 V) puede actuar como un oxidante
univalente o como reductor (24, 25). La forma protonada del O", el radical
perhidroxilo (HO;"), es un acido débil (pKy = 4.75 (26)) y un oxidante mas
potente (E° O,", H'/HO," = 1.0 V) comparado con el O,", que a diferencia de
este ultimo, puede atravesar facilmente membranas biolégicas debido a su
neutralidad. Debido a la disminucion del pH fagosomal, la relacion de
concentraciones entre el O,” y el HO," y la relevancia de sus reacciones son
dependientes de ese cambio en el pH. El HO; reacciona rapidamente con
acidos grasos poliinsaturados (k~10° M™s™), iniciando reacciones de
peroxidacion lipidica (27). El O, puede oxidar centros Fe-S (4Fe-4S; k = 10° a
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10" M"'s™) en el sitio activo de deshidratasas como la aconitasa (28, 29) y
fumarasas (30, 31), lo que resulta en la liberacion de Fe de estos grupos y la

concomitante inactivacion enzimatica (29, 32).

El O," puede dismutar a peréxido de hidrégeno (H,O2) y O, en una
reaccion catalizada por superéxido dismutasas (SODs, (25, 33)). El H,O, es un
oxidante fuerte (E°” H,O,/H,O = 1.77 V), pero sus reacciones con la mayoria de
las biomoléculas son lentas debido a que presentan una alta energia de
activacion. Las excepciones son los centros Fe-S presentes en deshidratasas,
enzimas que contienen grupos hemo y los tioles/selenoles peroxidaticos, es
decir de peroxidasas que precisan de dichos grupos funcionales para su
actividad, en su mayoria pertenecientes a la familia de las glutation peroxidasas
(GPxs) o peroxirredoxinas (Prxs) (34, 35). El pK, de H,O, es ~11.6, por lo que
a pH fisiolégico se encuentra en forma protonada. Tanto el O, y el H,O, puede
liberar el Fe de los centros Fe-S y pueden generar el radical hidroxilo ((OH) a
través de la reacciones de Fenton (36). El "'OH es el oxidante mas reactivo (E°”
‘'OH/H,O = 2.33 V) y reacciona practicamente con la totalidad de las
biomoléculas. En vista a su alta reactividad, el ‘OH generado en el fagosoma es
poco probable que cause dafio selectivo a los patdgenos internalizados. La
generacion sitio especifica de 'OH se ha propuesto como el mecanismo
subyacente al dafio del ADN y la toxicidad resultante de liberacién de Fe

intracelular (Que se une a la carga negativa del ADN; (37, 38)).

Los macréfagos sintetizan 6xido nitrico (‘NO) a partir de L-arginina 'y O,
en presencia de NADPH, reaccion catalizada por el complejo de la éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS). La activacion de la iINOS depende de citoquinas,
incluyendo TNF-a, IFN-y, IL-1B y factores derivados de patdgenos, como el
lipopolisacéarido (LPS). La activacion de enzimas relacionadas a la iNOS y de
transportadores favorece el aporte sustancial de sustrato (rango de mM) y
duradero (horas) para la produccién de "NO (39, 40). La iNOS se localiza en el
citosol cercana al fagosoma (41). EI maximo nivel de expresion de la iNOS en
macrofagos murinos se alcanza 4-5 h después de la estimulacion con IFN-y y
LPS, generandose flujos ‘NO que duran cerca de 24 horas (22, 42, 43). El 'NO
es un radical libre relativamente estable y un pobre oxidante por un electron
(E°” 'NO, H'/HNO = -0.8 V, (44, 45)). La naturaleza no cargada de esta
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pequefia molécula le da un caracter lipofilico, por lo que puede difundir hacia el
fagosoma (46-48), donde puede lograr concentraciones del orden de uM.
Aunque es un oxidante débil, el ‘NO puede reaccionar con radicales
biolégicamente relevantes, por ejemplo, el O,", diéxido de nitrégeno radical
('NO,); radicales tiilo, peroxilo y tirosilo, con constantes de velocidad cercanas
a las controladas por difusion (1-3 x 10° M™'s™, (49-51)). Es importante
destacar que el efecto citostatico del ‘NO en las células tumorales y patégenos
dependen en parte de la inhibicion de la ribonucleétido reductasa (una enzima
crucial para sintesis de ADN), lograda mediante la reaccién del ‘NO con el
radical tirosilo estable y cataliticamente esencial (42, 52, 53). El 'NO también
puede reaccionar e inhibir al hemo terminal de la citocromo C oxidasa de la
cadena respiratoria, iniciando la generacion sitio especifica de O,", derivando
en la formacién peroxinitrito® (54), un especie con capacidad de oxidar y nitrar
moléculas. La reaccién entre el O," y el ‘NO para formar el peroxinitrito es muy
rapida (k = 1 x 10'° M™*s™, (49, 55, 56)) y puede competir con la dismutacién
de O," por la SOD (57). Como vimos arriba, la fagocitosis conduce a la
activacion de la Nox2 produciendo O,", que en presencia de ‘NO lleva a la

generacion de peroxinitrito en el fagosoma (22).

El peroxinitrito es un oxidante fuerte, capaz de oxidar por uno o dos
electrones diferentes biomoléculas (E°° ONOO/NO, = 1.4 V y E> ONOO™
INO;™ = 1.2 V). Gran parte de la citotoxicidad del O," y el ‘NO es debido a la
formacion de peroxinitrito, que deteriora las respiracion celular y desencadena
la muerte celular mediada por reacciones de oxidacion y nitracion (56). El
peroxinitrito anion (ONOO') y su acido conjugado, el acido peroxinitroso
(ONOOH) (pK, = 6.8, (58)) difieren en estabilidad, reactividad y capacidad de
difusién, por lo que la bioquimica de peroxinitrito en los sistemas biol6gicos
dependen mucho del pH (59). En ausencia de blancos el ONOOH sufre
homolisis dando ‘'OHy ‘NO,. A su vez, el ONOO™ puede reaccionar con CO, (k
= 5.8 x 10* M"!s™ a 37 °C) para producir el aducto de nitrosoperoxocarboxilato

(ONOOCO;) que sufre una rapida homdlisis, produciendo ‘NO, y radical

% Los nombres recomendados por la IUPAC para el peroxinitrito anion (ONOO) y su &cido
conjugado, el acido peroxinitroso (ONOOH), son oxoperoxonitrato (1-) e oxoperoxonitrato de
hidrogeno, respectivamente. El término peroxinitrito se usa para referirse a la suma de ONOO®
y ONOOH. Los nombres recomendados para el 6xido nitrico y el radical carbonato anion son
monoxido de nitrogeno u oxidonitrogeno () y trioxidocarbonato (" 1-), respectivamente.
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carbonato (CO3") (60, 61). Sin embargo, la pequefia distancias de difusion (<1
pMm) requeridas para que las especies reactivas alcancen a los patdégenos
dentro de los fagosomas de los macréfagos aseguran que la mayor parte del
peroxinitrito alcance su blanco antes de que pueda ser consumido por la rapida
reaccion con el CO, (62). El CO3™ generado por esta reaccion, asi como el ‘OH
y el ‘'NO, derivados de homolisis de ONOOH pueden oxidar aminoéacidos, tales
como la Tyr dando radical tirosilo, que se recombina rapidamente con el "NO,
para generar 3-nitrotirosina en proteinas (56, 63), cuya formacion, si bien no
especifica para el peroxinitrito, refleja la generacion de oxidantes derivados del
‘NO (64). Esta modificacion pos-traduccional oxidativa de proteinas puede
afectar la integridad estructural o el metabolismo del patégeno llevando a su
muerte (56). El peroxinitrito también puede oxidar tioles (RSH) a sus
correspondientes &cidos sulfénicos (R-SOH) (56, 65) y puede reaccionar con
metales de transicién presentes en proteinas (por ejemplo, Cu/Zn, Mn y Fe-
SODs), produciendo complejos oxo-metal y ‘NO; los cuales pueden conducir a
la nitracion e inactivacion de proteinas (66). Otro blanco del peroxinitrito son los
centros Fe-S con los cuales reacciona rapidamente, lo que lleva a la liberacion

del Fe e inactivacion de proteinas que contienen estos grupos (67).

Citosol IFNERPS
/° o
O 09

g Fagosoma

Figura A4. Formacion de ROIs y RNI en el fagosoma del macr6fago activado. La activacion de la
Nox2 (esfera azul) conduce a la generacion de O;” (1) hacia el fagosoma que tiene un pH < 5. El O,"
dismuta a H,0, (2) y/o protona para generar el radical HO," (3). A su vez el O;" puede llegar al patdgeno
por medio de canales anidnicos, mientras que tanto H,O, como HO;" pueden difundir a través de las
membranas. Los macrofagos activados que expresan iNOS (esfera roja) produce ‘NO (4), que difunde al
fagosoma y reacciona rapido con el O,” (5) produciendo peroxinitrito anién (ONOQ"). Este se puede
protonar a &cido peroxinitroso (ONOOH, pK, = 6.8); ONOO™ también puede reaccionar con CO; para
producir los radicales ‘'NO, y COs” con rendimientos cercanos al 35%. El peroxinitrito puede oxidar

directamente proteinas fundamentalmente en sus grupos tiol/selenol o en grupos prostéticos y a través de
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radicales derivados u oxidacion de centros metdlicos, puede conducir a modificaciones nitro-oxidativas de

proteinas o lipidos de membrana. Modificado de (68).

Los radicales 'OH y ‘NO, pueden participar en reacciones de
peroxidacion lipidica, lo que resulta en la formacion de hidroperéxidos
derivados de acido grasos (AG-OOH) en las membranas celulares (69, 70).
Estos también pueden ser sintetizados por mecanismos enzimaticos (71). Los
AG-OOH pueden ser liberados de las membranas por la accion de la
fosfolipasa A, (PLAy) (72). Akaki y colaboradores reportaron que el acido
araquidonico libre es toxico para el Mtb actuando de manera sinérgica con RNI
(73). Aunque este mecanismo de toxicidad no se ha sido resuelto, el hecho de
que la toxicidad de los acidos grasos insaturados libres contra Helicobacter
pylori aumenta en cepas deficientes en Prxs, peroxidasas dependiente de tioles
que reducen dichas especies, sugiere que los AG-OOH pueden ser las
especies citotoxicas (74).

Existen varias terapias antituberculosas utilizando drogas que
promueven formacion de ROl y RNI citotoxicos (75-78). Ademas, el
metabolismo de compuestos azufrados en Mtb (sera descripto brevemente en
el Capitulo 2) es una via importante para la supervivencia, patogénesis y su
defensa antioxidante. Drogas inhibidoras de estas vias mostraron una potente
actividad micobactericida contra cepas de Mtb de tipo salvaje, MDR-TB y cepas
extremadamente resistentes a drogas aisladas de muestras clinicas (79). Esta
estrategia supone la disminucidon de la capacidad antioxidante del sistema
dependiente de tioles, en lugar de generar un aumento de especies oxidantes.
Otra estrategia involucra la modificacion redox de ciertos blancos importantes
para la supervivencia del microorganismo (80, 81). Dado que los mecanismos
enzimaticos que permiten la desintoxicacion de ROl y RNI, en general, y la
reduccion de hidroperoxidos, en particular, constituyen una de las estrategias
gue permiten al bacilo infectar y persistir en el interior del fagosoma de los
macrofagos activados, su conocimiento podria facilitar el desarrollo racional de

drogas.
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A.Ill. FISIOLOGIA DEL Mtb

A.lll.1. Caracteristicas del Mtb

El Mtb es un aerobio obligatorio, aunque, se ha demostrado que puede
sobrevivir mas de una década con condiciones in vitro bajo anaerobiosis,
manteniendo la virulencia (82). Pertenece al filo de las Actinobacterias y al
género Mycobacterum, siendo los miembros de este género bacilos no méviles
y no esporulados que tienen un alto contenido de citosina y guanina en su ADN
(83). Una caracteristica del Mtb es la peculiar estructura de la envoltura celular,
que proporciona una barrera excepcionalmente fuerte y juega un papel
fundamental en la patogenia. La composicion de la pared hace que las células
sean impermeables a la tincion de Gram, debido a la presencia del acido
micoélico que inhibe la absorcion de la tincibn. En cambio, tinciones como la
Ziehl-Neelsen o fluorescentes como la auramina-rodamina son utilizadas para
detectar el Mtb (84). La pared celular de las micobacterias contiene
peptidoglicano, arabinogalactano, acidos micdlicos y lipoarabinomanano como
se muestra en la Figura A5. Todas las especies de micobacterias producen
acidos grasos del tipo a-alquil, p-hidroxil de alto peso molecular (60-90
carbonos), por lo que el alto contenido de lipidos representa el 40% del peso de
la pared celular (85). Los acidos micdlicos y acidos grasos de cadena larga del
tipo 2-alquil, 3-hidroxi son caracteristicos en la pared celular de Mtb. Los acidos
micdlicos se disponen en forma de bicapa en asociacion con lipidos de la pared
celular para servir como una barrera de permeabilidad de baja fluidez. Una
variedad de lipidos unicos, como el lipoarabinomanano (LAM), estan anclados
no covalentemente con la pared y parecen jugar un papel importante en la
virulencia del Mtb (86).
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Figura A5. Diagrama de la envoltura celular del Mtb. La membrana citoplasmética de las micobacterias
esta encapsulada por una capa de peptidoglicano. El peptidoglicano esta unido al arabinogalactano a
través de enlace covalente que involucra un disacéarido y un grupo fosfato. El arabinogalactano es un
polisacérido de cadena ramificada que consiste en una cadena de galactosa proximal unida a una cadena
de arabinosa distal. Los &cidos mic6licos son un componente esencial de la pared celular, estan unidos
covalentemente al copolimero de arabinogalactano-peptidoglicano. Los lipidos libres se muestran en rojo.
Otro componente principal asociado no covalentemente a la pared celular micobacteriana es el
lipoarabinomanano (LAM), que esta unido a la membrana citoplasmatica mediante un fosfatidilinositol. La
porina, MspA, media la absorcion de nutrientes pequefios e hidrofilicos, tales como azlcares y fosfatos,
mientras que los compuestos hidrofobicos se difunden directamente a través de la pared celular; CF,
factor de cordon (o trehalosa dimicolato); TMM, trehalosa monomicolato; PDIM, dimicoserosato de
tiocerol; LM, lipomonano, SL: sulfolipidos. La capa méas externa es la capsula que estd compuesta
principalmente de proteinas y cantidades menores de carbohidratos y lipidos. Esquema modificado de
(87).

Aunque el genoma del Mtb es menor al de Escherichia coli, este es muy
versatil, codificando para todas las vias anabdlicas y catabdlicas tipicas en
bacterias, asi como la sintesis y degradacion de aminoacidos. Sin embargo, un
aspecto interesante que diferencia al Mtb de otras bacterias es que de
aproximadamente 4000 genes del genoma, la mayoria codifica enzimas
involucradas en la lipdlisis (para la supervivencia del patdgeno en el huésped) y
lipogénesis (para la sintesis de la envoltura celular). Este patégeno tiene
alrededor de 250 enzimas involucradas en el metabolismo de acidos grasos.
Ademas, codifica para enzimas requeridas para la glucolisis, via de las
pentosas fosfato y los ciclos del acido citrico y glioxilato, lo que demuestra el

metabolismo dinamico del bacilo.
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A.lll.2. Estrategias de supervivencia del Mtb

Existe una extensa literatura sobre los mecanismos de supervivencia del
Mtb frente a la respuesta del macrofago (88-90). Estos incluyen la capacidad
de Mtb de dafar el fagosoma (91) en etapas tempranas de la fagocitosis, inhibir
la maduracion del fagosoma (92), inhibir su acidificacion (93, 94), la inhibicién
de la autofagia en macréfagos infectados (95), siendo importantes los
mecanismos implicados a la adaptacion del Mtb al estrés redox, que

describiremos a continuacion.

Durante diferentes etapas de la infeccion, el Mtb puede estar libre,
dentro del fagosoma de macréfago o en el granuloma. Es decir, el bacilo esta
expuesto a diferentes microambientes lo que conlleva a una respuesta
heterogénica en cuanto a la expresion génica, estado de replicacion y cambios
metabdlicos. Es importante para el Mtb censar y adaptarse a las diferentes
condiciones, por ejemplo, a la hipoxia y al estrés redox, al que puede verse

expuesto durante el proceso infeccioso.

El Mtb no posee los sensores clasicos empleados por varias especies de
bacterias para censar el estrés oxidativo, como OxyR en el caso de Salmonella
u Escherichia coli, que regula la respuesta antioxidante bacteriana al estrés por
H.O- (96, 97). A pesar de ello, el Mtb posee sistemas sensores que le permiten
sobrellevar el dinAmico escenario redox con éxito. DosT y DosS son dos
sistemas sensores que contienen grupos hemo y que se ubican en la
membrana citoplasmética (Figura A6). Se propone que DosS actia como un
sensor redox y DosT primeramente como un sensor de hipoxia, ya que los
gases fisiol6gicamente relevantes como el O,, el ‘NO y el CO son ligandos o
pueden oxidar a los atomos de Fe de los hemo (98). Ambos sistemas son
capaces de activar un factor de transcripcion, DosR, llevando a la induccion de
genes cruciales en el regulén Dos (conocido como regulon de dormencia),
involucrados en la supervivencia en anaerobiosis provocando el cambio
metabdlico caracteristico en el estado de latencia del bacilo (99). La
consecuencia de este cambio incluye regulacién a la alta de la capacidad de

utilizacion de aceptores de electrones alternativos como nitrato y fumarato
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(100, 101), regulacion a la baja del metabolismo basal (102, 103), regulacion a
la alta de la produccion de triacilglicéridos (TAG) (104, 105) y engrosamiento de
la pared celular del bacilo (106). A su vez, es capaz de promover la rapida
recuperacion de la capacidad de replicarse del bacilo una vez que prevalecen
las condiciones favorables de crecimiento (103). Estos sistemas no tienen
homélogos en bacterias, lo que sugiere que la capacidad de censar los niveles
de O,, 'NO y CO por parte del Mtb podria conferir una ventaja evolutiva para

este patdgeno altamente exitoso.

Otro sistema sensor redox conocido en el Mtb son la familia de las WhiB
(1-7), en particular WhiB3 (107). Son proteinas con centros 4Fe-4S (Figura A6),
los cuales pueden unir ‘'NO y desensamblarse por O, (107). En cuanto al
WhiB3, se demostré que dependiendo de la presencia y condiciones redox del
centro 4Fe-4S, este se puede unir con diferente afinidad al ADN diana para
iniciar la expresion génica. Recientemente, se reportd que el WhiB3 actla
mediante la deteccién de cambios en el estado redox del micotiol, principal tiol
de bajo peso molecular de estas bacterias, que se describird posteriormente
(108, 109).

NO) (O.)

) |/
v

+ Qg oxidacion del 4Fe-45S
+  NO-: complejo dinitrosil-Fe-ditiol

WhiB1
WhiB2
WhiB3
WhiB4
WhiB5
WhiB6

WhiB7

Citoplasma del Mth

Regulacion a la altade los
4T genes del regulén Dos

|

Dormencia

Adaptacion metabolica/
Homeostasis redox

Figura A6. Esquema de los sensores redox del Mth. Las proteinas quinasas DosS y DosT que
contienen hemo detectan el ‘'NO, CO y O, durante la infeccién y activan la respuesta del regulador DosR
gue induce el regulén Dos. También, se muestra la interaccion de O, 0 ‘'NO con miembros de la familia de

proteinas WhiB que contienen un clister de 4Fe-4S que regulan la homeostasis redox intracelular de Mtb,
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asi como la adaptacion metabdlica en condiciones de estrés generado por el huésped. Esquema
modificado de (110).

El WhiB3 tiene un rol en la virulencia del bacilo en modelos de infeccion
en ratones y cobayos (111). Se sugiere que este factor censa cambios
intracelulares redox asociados a la hipoxia y favorece la utilizacion de &cidos
grasos en lugar de azucares (107). EI WhiB3 regula de manera redox
dependiente, la produccion de lipidos, incluyendo TAG (112) fuente de carbono
para el estado persistente del Mtb (113). Como ya mencionamos, la sintesis de
TAG esta también regulada por DosT/S/R por lo que se establece un enlace
entre las dos vias de sefalizacion redox, una extracelular (DosT/S) y una
intracelular (WhiB3). WhiB3 también modula la asimilacion de propionato para
la sintesis de lipidos libres de la pared celular (CF, PDIM y SL, Figura A5)
(112).

Los factores sigma (o) son responsables de gran parte de la
especificidad de la expresion génica a nivel celular (114, 115). Se ha
demostrado que de los trece factores o expresados en Mtb (115), SigH, SigE,
SigL, SigF, asi como el factor de respuesta general al estrés SigB estan
involucrados en la respuesta al estrés redox (116-120). Estos factores ¢ que
son controlados por los factores anti-o (o por otros factores o para el caso del
SigB), proteinas que coordinan Zn y que son capaces de detectar las sefales
de estrés. Tras la activacion, los factores o se unen a sus respectivas
promotores e inducen la transcripcién de genes de homeostasis redox que
incluyen tiorredoxinas (Trxs), Prxs, asi como también otros factores de

transcripcion (121).

Uno de los factores 0 mas importantes en la respuesta al estrés y la
supervivencia del Mtb es SigH, un regulador global que se ha demostrado que
regula a la alta casi 40 genes involucrados en la respuesta al estrés general
(122). El SigH se activa durante la entrada a los macréfagos, que sugiere un rol
en la patogénesis y supervivencia dentro del huésped (123, 124). El SigH
confiere proteccion del estrés redox al regular la expresion de varios genes,
tales como, Trxs, junto con la tiorredoxina reductasa (TR), y otros dos factores
o, SIgE y SigB (122, 125). El SigH es regulado por el factor anti-o, la RshA

(126). Similar a SigH, el SIgE ha demostrado ser vital para la supervivencia del
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Mtb dentro del macrofago activado, lo que lo implica como un importante factor
de virulencia (127-129). SigE se regula mediante su factor anti-o, RseA, que

detecta la presencia de ROIls y otros agentes oxidantes de tioles (116).
A.111.3. Sistemas antioxidantes del Mtb

Describiremos brevemente los sistemas antioxidantes implicados
directamente en la detoxificacion de RNIs y ROIs a los que esta expuesto el
Mtb durante la infeccion, haciendo hincapié luego en las Prxs que son el

objetivo de estudio de esta Tesis.
A.lll.3.a. Tioles de bajo peso molecular

En la mayoria de los eucariotas y bacterias, el glutation (GSH) es el tiol de
bajo peso molecular principal responsable de mantener la homeostasis redox.
El Mtb carece de GSH y en su lugar utiliza micotiol (MSH, 1-D-myo inositol-2-N-
acetilcisteina-amino-2-desoxi-a-D-glucopiranosido, Figura A7) como principal
tiol de bajo peso molecular (130). La biosintesis de MSH es un proceso
complejo que procede a través de cinco pasos utilizando L-inositol-1-fosfato y
UDP-N-acetilglucosamina como sustratos iniciales (131). Cepas de Mtb
deficientes en MSH son hipersensibles a oxidantes, condiciones &cidas y
drogas (132-134). EI Mtb también puede sintetizar ergotioneina (ERG, betaina
de la 2-mercapto-L-histidina) (135)) y gamma-glutamil cisteina (136) (Figura
A7), la interaccién entre estos tres tioles de bajo peso molecular asegura
proteccion oOptima del bacilo contra las hidroperéxidos (137, 138). Las vias
metabolicas del azufre del Mtb (requeridas para la sintesis de cisteina, MSH y
ERG), como ya se menciond, son esenciales para la virulencia y supervivencia,

siendo reguladas a la alta en condiciones de estrés oxidativo (139).
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Figura A7. Estructura de los principales tioles de bajo peso molecular presentes en Mtb.

La micotiol disulfuro reductasa (MR) es una flavoenzima responsable de
reducir la forma oxidada a disulfuro del MSH (MSSM) y es esencial para la
supervivencia del Mtb (140). Durante la exposicibn a oxidantes, varias
proteinas forman disulfuros mixtos con MSH y estos disulfuros se reducen
luego por la proteina analoga a las glutarredoxinas (Grxs), la micoredoxina-1
(Mrx-1; (141, 142)). La Mrx-1 a su vez es reducida por MSH/MR usando la
equivalentes de reducciéon del NADPH (141). En condiciones de estrés
oxidativo, el Mtb aumenta (a través de los factores o SigH, SigE y SigB) la
expresion del sistema Trx/TR junto con enzimas involucradas en la sintesis del
MSH (125, 131). Como ya se menciond, el WhiB3, regula la expresion génica
del Mtb, detectando cambios en el estado redox del MSH (108, 109).
Curiosamente, las cepas del Mtb que carecen de WhiB3 o SigH tienen
virulencia atenuada en modelos animales (108, 143), subrayando la
importancia de la regulacion de los sistemas implicados en la homeostasis

redox en bacterias patdégenas.

Un punto a destacar, es la utilizacion de la Mrx-1 acoplada a una sonda
fluorescente roGFP (sensor redox genéticamente codificado) como herramienta
para evaluar el estado redox celular y en particular del par MSH/MSSM en
tiempo real en Mtb (144). La Figura A8, esquematiza los estudios que hicieron
uso de la sonda para medir el potencial redox del par MSH/MSSM (Eusn) €n

Mtb bajo diferentes condiciones.
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Figura A8. Resumen de los estudios en los cuales se midié el cambio en el Eusy en Mtb utilizando
el biosensor, Mrx1l-roGFP2. Este sensor contribuyé6 a una comprensibn méas profunda de la
patogenicidad, mecanismos de supervivencia y resistencia a drogas antimicobacterianas. Por ejemplo: 1-
Se mostré una heterogeneidad redox mediante el Eusy en subpoblaciones de Mtb que depende de la
ubicacion diferentes estadios de la maduracion del fagosoma (144). 2- El sensor WhiB3 y el Eusn
controlan la induccién de sistemas de secrecion tipo VIl y policétidos lipidicos (derivados de propionato)
bajo condiciones &cidas en el fagosoma inhibiendo su maduracion (108). 3- El sensor WhiB4 y el Ewsn
controlan la expresion de B-lactamasa que induce la tolerancia a la droga augmentina en la poblacion de
Mtb en la cual el Eusn €s mas negativo y viceversa (145). 4- Cepas aisladas de Mtb resistentes a
isoniazida tienen un Emsy menos negativo y son altamente sensibles a ROl y viceversa (146). 5- El
complejo oxidorreductasa asociado a la membrana (SodA-DoxX-SseA) regula la desintoxicacion de O;” y
el balance redox mediado por MSH en condiciones de infeccidon (147). 6- El transportador de cistina-
glutamato, xCT regula el ingreso de cistina en los macréfagos, lo que resulta en el aumento de la
biosintesis de GSH en el huésped y un Eusy més negativo involucrado en la virulencia en un modelo de

infeccion en ratones (148). Esquema tomado de (149).

A.lll.3.b. Proteinas antioxidantes

Mtb expresa diferentes enzimas antioxidantes. La proteccion contra el ‘'NO
depende principalmente de la hemoglobina truncada N (trHbN), la cual esta
asociada a la membrana plasmatica del Mtb a través de las hélice-a H, G y
pre-A, conservada en trHbN de cepas patdgenas (150). La trHbN protege la

respiracion aer6bica de la inhibicion mediada por ‘NO, metabolizando
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rapidamente el 'NO a nitrato mediante una mecanismo de una ‘NO

dioxigenasa, como se muestra en la siguiente reaccion,

O,
‘NO \ NO3-

TrHbN

Esta reaccion tiene una constante de velocidad de segundo orden determinada
de 7.45 x 108 M™*s™, correspondiente a un velocidad que se acerca al limite de
difusién, siendo la ‘NO dioxigenasa mas eficiente descrita hasta ahora (151). La
pre-A esta ubicada en la region N-terminal y esta implicada en la gran eficiencia
de esta enzima (152). La trHbN del Mtb es altamente expresada durante la
infecciébn a macréfagos y mantiene su actividad ‘NO dioxigenasa incluso a

bajas concentraciones de O, (153).

En Mtb, la dismutacién de O," es llevada a cabo por dos tipos de SOD,

llamadas SODA y SODC, como se muestra en la siguiente reaccion,

0, > H,0
2 SODA 22
soDC

La SODA depende de Fe y es secretada en grandes cantidades por cepas de
Mtb virulentas (154). La SODC depende de Cu y esté asociada al exterior de la
membrana plasmatica. Ambas protegen al Mtb de la accion del O,” generado
por el macréfago activado (155, 156). Se reportd que la SODA es esencial para
el crecimiento del Mtb y las cepas con menor contenido de SODA son
atenuadas (157). Tanto la SODA como la SODC pueden inhibir las funciones
inmunes y la apoptosis en macréfagos, lo que sugiere gque mecanismos
independientes de la dismutacion de O," contribuyen a su rol en la virulencia
(158).

El genoma del Mtb codifica varias peroxidasas hemo y no hemo-
dependientes (83). La catalasa-peroxidasa (KatG) es una peroxidasa que
contiene hemo que actlla como catalasa o peroxidasa, utilizando una amplia
gama de sustratos oxidantes y reductores (159, 160). La KatG es requerida

para la activacion de la prodroga isoniazida, por lo que las mutaciones que la
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inactivan estan asociadas a resistencia a la misma (161, 162). La activacion de
isoniazida implica su oxidacién de un electrén por el compuesto | de la KatG,
generando un aducto de isoniazida-NAD que inhibe a la reductasa de la
proteina portadora del enoil-acilo, alterando la biosintesis de acidos grasos,
como el acido micélico (162). Las cepas que carecen de KatG son atenuadas
cuando se infecta a ratones de tipo salvaje e iINOS™, pero se replican y
persisten en ratones que carecen de gp91”" lo que indica una contribucién
importante de KatG a la patogénesis a través de la reduccion de hidroperoxidos
derivados de la Nox2 tal como el H,O, (163) siendo menos importante su
capacidad de reducir peroxinitrito (160), como se muestra en la siguiente

reaccion,

ONOOH o NOy”
H202 KatG H2O

El Mtb, también expresa Prxs, dos de las cuales son objetivo de estudio de
esta Tesis por lo que en la siguiente seccion se describird en detalle las

caracteristicas de estas proteinas antioxidantes.
A.lV. PEROXIRREDOXINAS

Las peroxirredoxinas (Prx) son una familia de peroxidasas dependientes
de tioles ampliamente distribuidas en los diferentes dominios de los seres vivos
(164). Pueden catalizar la reduccion de diferentes hidroperoxidos y peroxinitrito
con constantes de velocidad de reaccién en el rango de 10*-10% Ms? (165-
167). Ademas, generalmente tienen altos niveles de expresion en las células
(por ejemplo, el 1% de los proteinas celulares de los mamiferos (168)). Estas
dos caracteristicas han posicionado a las Prxs como un fuerte sistema
antioxidante en comparacion con los otros sistemas caracterizados
previamente, como, peroxidasas dependientes de hemo (ej. catalasa) y
dependientes de selenocisteina (GPxs) (169, 170). Es mas, el andlisis global
de la cinética de reduccién del H,O, y el peroxinitrito (que se forman en el
citosol y la mitocondria de células eucariotas) por diferentes sistemas, predice
que las Prxs serian las encargadas principales de la detoxificacion de estos
oxidantes (56, 171-173).
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Ademas, se han descripto otros roles para las Prxs, ya que pueden
actuar como chaperonas moleculares (174, 175), participar en la regulacion del
ciclo circadiano (176-178) y en procesos inflamatorios y procesos que
involucran a la inmunidad innata (179). Una de las funciones mas estudiadas
de estas enzimas aparte de su rol antioxidante, es su participacibn como
sensores y reguladores en la sefializacion redox, principalmente la mediada por
H.O, (180-182). ElI H,O, aparte de su rol citotdéxico, ya descripto, participa
como un mediador en la sefalizacion redox y la regulacion de ciertas funciones
celulares (183-186). Se han descripto dos modelos del mecanismo que
involucra la participacion de las Prxs en la sefalizacion mediada por H;0-
(Figura A9). Uno es la “teoria de compuerta”, en la que se presentan a las Prxs
como una compuerta que contiene la oxidacion de diferentes blancos por H,0;
donde la apertura de esa compuerta implica la inactivacion de las Prxs por
sobreoxidacion, lo que posteriormente permitiria al H,O, oxidar los diferentes
blancos cuya reaccion con el oxidante es mas lenta (187). El otro modelo es
denominado “redox relay” en la que una vez oxidadas las Prxs por el H,O,,
estas son capaces de oxidar otros blancos transmitiendo la sefial (182, 188,
189). Estos dos mecanismos son aceptados y han estado sujetos

repetidamente a revision, (por una revision reciente ver (190)).

H,0,

/_\/_\‘ Sist. Red  Srx
Prxnd A 0X
“Teoria de
Compuerta”

Proteinas
sefalizadoras

RED .

“Redox relay”

Cambios redox que
activan mecanismos
de senalizacion

Figura A9. Modelos que implican la participacion de las Prxs como mediadores en la sefializacion
redox mediada por H20,. Las Prxs reducidas (Prx.eq, verde claro) actian como “una compuerta” a la

oxidacion de segundos mensajeros por H2O-. Las Prxs van a ser sus blancos preferenciales, lo que causa
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la oxidacion (Prxox) y la sobreoxidacion (Prxsopreox) (flecha marrén). Esto “abre la compuerta” para que el
H.O, actué directamente proteinas de sefializacion cuyos residuos de Cys reaccionan mas lentamente,
cuyos cambios redox que activan mecanismos de sefializacion. Los sistemas de reduccion de Prxex y
Prxsobreox (Sulfirredoxinas, Srxs) vuelven a conducir al cierre de la compuerta y restauracion del estado
original. A su vez, las Prxox pueden interaccionar directa o indirectamente con proteinas de sefializacion

promoviendo su oxidacion, bajo forma de un "redox relay", afectando su funcion.

La estructura de las Prxs se basa en un clasico plegamiento del tipo Trx,
ya que habrian evolucionado de antecesor tipo Trx (191), que consiste en un
ndcleo central conformado por hojas-B y rodeado por hélices-a. Hay 4 residuos
aminoacidicos ampliamente conservados entre las Prxs (conocidos como la
tétrada catalitica, ver Figura A10), 3 de estos se encuentran en un motivo de 8
residuos PxxxTxxC generalmente localizado en la primera vuelta de la hélice-
a,. La Cys y la Pro son totalmente conservadas y ocasionalmente la Thr alterna
la posicion con Ser. Esta cisteina es el sitio de reaccion con el hidroperéxido,
sustrato oxidante para estas enzimas, por lo que se la denomina cisteina
peroxidatica (Cp). El otro residuo conservado es una Arg que si bien es lejana
en secuencia, espacialmente se encuentra cerca del motivo anterior, ubicada
generalmente al principio de la hoja-Bs. La importancia de estos residuos en la
catdlisis ha sido comprobada en diferentes Prxs por estudios de mutagénesis
sitio dirigida (192-195).

Figura A10. Estructura del sitio activo de Prxs. (A) Dos vistas de la tétrada catalitica de Prxs. Las
estructuras derivan de la alineacion de 1 miembro de cada una de las subfamilias de Prxs: HsPrx2 (PBDip
1QMV); XcPrxQ (PDBip= 3GKK), EcTpx (PDBip= 3HVV), HsPrx5 (PBDip= 1HD2), PyPrx6 (PDBp= 1XCC),
MtAhpE (PDBp= 4X0X). (B) Vista del potencial electrostatico generado por los residuos del sitio activo.

Las regiones positivas y negativas se representan en escalas azul y roja, respectivamente. Modificada de
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(190). Hs=Homo sapiens, Xc= Xanthomonas campestris, Ec= Escherichia coli, Py=Plasmodium yoelli, Mt=
Mycobacterium tuberculosis.

En el afio 2011, el grupo de la Dra. Poole realizé un andlisis informatico
tomando en consideracion las secuencias y estructuras disponibles hasta ese
momento, a partir del cual se identificaron 6 subfamilias de Prxs (196, 197):
PrxI/AhpC, PrxVI, PrxV, Tpx, PrxQ/BCP y AhpE. El porcentaje de identidad
entre los miembros de cada subfamilia es >30% y entre miembros de otras
subfamilias el valor se encuentra en el rango de 15 a 30%. También, las Prxs
pueden ser clasificadas segun la presencia o ausencia y la localizacion de un
segundo residuo de cisteina que participa en el mecanismo catalitico formando
un disulfuro con la Cp, conocido como cisteina resolutiva (Cgr). Por lo que
encontramos: Prxs de 1-cisteina, que no poseen Cg; Prxs de 2-cisteinas
atipicas en las que la Cg se encuentra en alguna de 3 posiciones conservadas
en la misma subunidad proteica que la Cp (Figura Al1l) y Prxs de 2-cisteinas
tipicas en las que la Cg se encuentra en una subunidad adyacente (en una de 2
posiciones conservadas, N- o C- terminal, Figura All) en un oligbmero,
decamero o dodecamero. Esta clasificacion se realiza en base al destino del
acido sulfénico formado en la Cp (Cp-SOH) durante la reduccion del
hidroperoxido y sugiere un posible agente reductor que tiene que interaccionar

con la enzima oxidada para completar el ciclo catalitico.

Figura All. Localizacion variable de la Cr en la Prxs en general. Se muestran varias posiciones en

donde se puede encontrar la Cp (espacios coloreados) en relacion a la Cp del sitio activo (marcada con un
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circulo y en rojo). Los disulfuros intramoleculares Cp-Cr se pueden dar entre la posicién a, (amarillo), as
(verde), as (azul) y los disulfuros intermoleculares en la posicion N-terminal (Nt, naranja en la cadena de
color dorado) y C-terminal (Ct, magenta en la cadena color negro). Representacion tomada de (164).

En cuanto a la estructura cuaternaria, las Prxs se presentan como
monomeros, dimeros del tipo-A o -B y decameros o dodecameros formados por
5 o 6 dimeros del tipo B, respectivamente, que se asocian en anillos por
interacciones entre interfaces tipo A (Figura Al12). Los dimeros tipo B se
asocian por interaccion entre los extremos de las hojas-g (198), mientras que
en los dimeros tipo A (de antiguo o alternativo) se dan asociaciones entre giros
al final de la zona C-terminal de las hojas-p paralelas (198, 199). En varias Prxs
el estado oligomérico esta influenciado por diferentes factores como pueden
ser el pH, la concentracion de la proteina, la fuerza i6nica a la cual esta
expuesta la proteina, modificaciones pos-traduccionales, como la fosforilacién,

y el estado redox (200).

Figura A12. Estructuras cuaternarias de Prxs. Para algunos Prxs, la estructura monomérica basica con
un plegamiento del tipo Trx puede formar (A) dimeros tipo A (las subunidades se representan en purpura
y azul oscuro), o (B) dimeros de tipo B (azul oscuro y claro). (C) Algunos miembros de la subfamilia
Prxl/AhpC y PrxVI forman estructuras decaméricas a través de la interaccion de cinco dimeros tipo B a
través de la asociacion de interfaces tipo A. Los colores de las subunidades en los dimeros tipos Ay B se
utilizan en el decamero para mostrar como se genera a partir de estos dos tipos de interacciones.
Modificada de (201).

Estas enzimas catalizan reacciones bisustraticas por mecanismos

cinéticos de tipo ping-pong (169). Para representarlo, se puede considerar que

33



la mayoria de las Prxs de 2-cisteinas son reducidas por Trxs, por lo que se
puede describir la reaccion catalizada por las Prxs de la siguiente manera,
TXpeg + ROOH ———= Trxg, + ROH + H,0

donde la Trx oxidada (Trxo.x) puede ser reducida (Trx.eq) por la TR a expensas
de NADPH como fuente de electrones Figura A13A. El proceso global que
comprende la reaccion catalizada por las Prxs involucra 3 pasos en el ciclo
catalitico (Figura A13B): 1. la reduccién del hidroperdxido con la concomitante
formacién del Cp-SOH, (Oxidacion), 2. la condensacion del Cp-SOH con la Cgr
formando un disulfuro (Resolucién) y 3. la reduccion del disulfuro por la Trx.
Hasta el momento hay escasos reportes experimentales sobre la formaciéon de
un complejo enzima-sustrato durante el proceso de oxidacion (202, 203) y
mediante andlisis de datos cinéticos en condiciones cataliticas de diferentes
Prxs se considera que la formacién de un complejo enzima-sustrato, si se

produce, es efimero (169, 204).

A
/S /S
ROOH Prx_| Trx_ | NADP*
AN AN
S S
TR
_SH _SH
ROH Prx Trx NADPH + H*
“SH SH
B

H,0

Figura A13. Ciclo catalitico de Prxs. (A) Descripcién completa del flujo de electrones durante la
reduccion de hidroperdxido catalizada por las Prxs. Se representa el sistema Trx/TR/NADPH que es
capaz de reducir a las Prxs de 2-cisteinas, aunque no todas las Prx son reducidas por este sistema. (B)
Ciclo catalitico: oxidacién, la reaccion de Cp con hidroperoxidos, produciendo el Cp-SOH; resolucion, la

formacion de disulfuro entre Cp y Cgr (este proceso difiere en las Prxs de 1-cisteina donde no esta
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presente la Cg, por lo que se forma un enlace disulfuro mixto); reduccién por la Trx completa el ciclo.

Figuras modificadas de (190).
Todas la Prxs comparten el primer paso del ciclo catalitico en el cual el

tiolato en la Cp es oxidado a Cp-SOH, siendo las especies reactivas de esta
reaccion la forma anionica de la Cp y la forma protonada del hidroperoxido. La
presencia de la Arg y la Thr/Ser de la tétrada catalitica provoca la formacion de
una red de interacciones polares que estabilizan el tiolato de la Cp vy
disminuyen su pKj, significativamente (165, 166) en comparacion al pK, de una
Cys proteica usual. Los valores de pK, determinados para las Cp de diferentes
Prxs estan en el rango de 5 a 6.3 por lo que a pH fisiolégico existe mas de un
90% de la Cp como tiolato (205-207). En el capitulo 1, se realizard una
descripcion de los factores implicados en la aceleracion de este paso del ciclo
catalitico de las Prxs.

La resolucién, como la formacién del enlace disulfuro entre la Cp y la Ckg,
es exclusivo de las Prxs de 2-cisteinas. El estado mas favorable de las
especies reaccionantes es el Cp-SOH y el Cgr-S’, aunque es muy poco probable
que coexistan en proporciones importantes debido a que los pKss reportados
para Cp-SOH son mas acidos que para Cr-SH (208). A su vez, la formacion del
disulfuro implica ademas de la reaccidbn, un cambio conformacional.
Generalmente, el Cp-SOH se encuentra por lo menos a 15 A del Cg-SH, lo que
equivale a una concentraciéon molar efectiva de 0.94 M, asumiendo que cada
una se mueve en un radio de 7.5 A. Si asumimos que la velocidad de
condensacion es controlada por difusion, se esperaria una constante de
velocidad aparente para este proceso 210° s™, considerando la concentracion
molar efectiva y ausencia de impedimento estérico (208). Las constantes de
velocidad de la formacion del disulfuro determinadas por nuestro grupo (171,
206) y otros grupos (208-211) muestran valores constante de velocidad del
orden de 10" a 10% s, mucho menores a los esperados. Como la resolucién
involucra una transicién entre dos conformaciones, la totalmente plegada (FF,
Fully Folded) y la localmente desplegada (LU, Locally Unfolded), si este cambio
conformacional es lento explicaria la lentitud en el paso de resolucion. La
conformacién FF se compone de un sitio activo bien definido (201) como el que
se representa en la Figura A10, que no favorece la formacion de un disulfuro.
Esta conformacién debe existir para todos las Prxs tengan una actividad
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peroxidasa sustancial, ya que es la que promueve la reaccion con el
hidroperdxido. Por otro lado, la caracteristica esencial de la conformacion LU
es que la estructura del sitio activo cambia, lo que favorece la formacion de un
disulfuro. El Unico estudio experimental por resonancia magnética nuclear de la
cinética de este equilibrio de conformaciones mostré que es un proceso rapido
(212). Sin embargo, siempre que el equilibrio entre las conformaciones
favorezca a la conformacion FF, incluso a una gran velocidad de intercambio
entre conformaciones igual se puede explicar la baja constante de velocidad de
resolucion (208). La constante de velocidad medida seria una constante
aparente, producto de la constante de reaccion una vez alcanzada la
conformacion reactiva (FF) por la probabilidad de que la enzima se encuentre
en dicha conformacioén (lo que depende de los equilibrios LU/FF).

El lento paso de resolucion es un factor que contribuye a la sensibilidad
de las Prxs a ser inactivada por sobreoxidacion, es decir, la oxidacién del Cp-
SOH a &cido sulfinico por una segunda molécula de hidroperdxido. A través de
la determinacion de constantes de velocidad de sobreoxidacion de Prxs se
observdé que este proceso es usualmente ~1000 veces mas lento que la
oxidacion (170, 210, 213). La resolucion y la sobreoxidacion son reacciones
que compiten por el Cp-SOH. Como consideracion general, aunque el paso de
resolucién es lento, dado que la reaccion es unimolecular, sera favorable ante
la mayoria de las reacciones bimoleculares alternativas a menos que sean muy
rapidas debido a una alta constante de velocidad y/o elevada concentracion de
reactivo. Se considera que cuando la Cp se encuentra como &cido sulfinico, la
Prx es irreversiblemente inactiva, aunque se encontr6 que en eucariotas las
Srxs eran capaces de revertir esta modificacion volviendo al Cp-SOH (214,
215). Mas recientemente, se reportd que las Srxs pueden también reducir
formas oxidadas a sulfinico de otras proteinas, ademas de Prxs (216).

La reaccién de reduccién depende del nimero de cisteinas involucradas
en ciclo catalitico. EI Cp-SOH en las Prxs de 1-cisteina puede ser reducido por
una amplia variedad de agentes tales como tioles de bajo peso molecular GSH,
MSH y H,S asistidos 0 no por enzimas (142, 217-222), ascorbato (223) y Grxs
(224). En el caso de la Prxs de 2-cisteinas, hay menos variabilidad en cuanto al
agente reductor, ya que por lo general son reducidas por Trxs o proteinas de la

superfamilia de las Trxs (225) (como triparredoxinas en tripanosomatidos o
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plasmarredoxinas en Plasmodium), proteinas que contienen un dominio Trx,
como la AhpF en bacterias (226) y NTRC en plantas (227) o miembro de la
familia de las proteinas disulfuro isomerasas (PDI, Protein Disulfide Isomerase)
en arqueas (228). La reaccién consiste en dos intercambios tiol-disulfuro
consecutivos. En el primero, la Cys en sentido N-terminal del motivo CXXC de
la Trx, ataca el disulfuro de Prx, generando el tiolato de Cp y un disulfuro mixto
entre la Trx y la Cr de la Prx. El segundo involucra el ataque de la otra Cys en
sentido C-terminal del sitio activo Trx en la Cys N-terminal formando un

disulfuro intramolecular en la Trx y regenerando a la Prx reducida (166).

A.IV.1. Prxs de Mtb

El genoma de Mtb codifica para 5 Prxs, y para todas ellas existe evidencia

de expresion a nivel proteico (229).

La alquil hidroperoxido reductasa C de Mtb (MtAhpC, Rv2428) pertenece a
la subfamilia PrxI/AhpC (196, 197). En base a estudios de cromatografia de
exclusion molecular y cristalografia, se reportdé que la forma reducida de la
enzima es dodecamérica y la forma oxidada es mayoritariamente un dimero
(230). Funciona como una Prx de 2-cisteinas tipica y que cataliza la reduccién
de H,O,, hidroperéxidos organicos y peroxinitrito (205, 231). La MtAhpC se
reduce por el sistema MtTrx C/MtTR a expensas de NADPH (232, 233);
también puede ser reducida por una proteina similar a Trx, la alquil
hidroperoxido reductasa D (MtAhpD), que a su vez es reducida por
dihidrolipoamida aciltransferasa (DalT) y dihidrolipoamida deshidrogenasa
(LpD) a expensas de NADH (234, 235). Por lo general, en diferentes bacterias
la expresion de AhpC esta regulada y asociada a la expresion de otros genes
relacionados a su funcién en lo que se conoce como el sistema Ahp (236). En
Mtb el sistema Ahp comprende a la AhpD y sus agentes reductores. Cepas de
Mtb en que los componentes de este sistema estan mutados son susceptibles
a la eliminacion por macréfagos murinos que generan nitrito acidificado y
expresan iINOS (235, 237), acentuando la importancia de esta enzima para la
desintoxicacion de RNI por parte del Mth. Ademas, la persistencia del Bacillus

Calmette-Guérin (BCG) en macrofagos infectados disminuye cuando la AhpD
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micobacteriana estd inactiva (238). Muestras clinicas de cepas de Mtb
resistentes a isoniazida frecuentemente compensan la pérdida actividad de la
KatG aumentando la expresion de AhpC (239, 240). Las cepas de Mtb que
carecen de AhpC muestran una mayor susceptibilidad a los hidroperoxidos
organicos (241) y a peroxinitrito, presentando una disminucién de la
supervivencia en macrofagos no activados, pero este efecto no se detectod

cuando se estimularon con INF-y (242).

La Mtb expresa una tiol peroxidasa (Tpx, Rv1932), que pertenece a la
subfamilia Tpx de Prxs (232). Tiene un mecanismo de reaccion
correspondiente a una Prx de 2-cisteinas atipica, aunque se reporté que puede
funcionar como una Prx de 1-cisteina (243). Es un dimero en solucién y en la
forma cristalizada (244, 245). Es mas eficiente que la AhpC en cuanto a la
reduccion de peroxinitrito (k = 1.5 x 10° M™s™ a pH 7.4 and 25 °C (232) vs k =
1.3 x 10° M* s a pH 6.85 para la MtAhpC (205)) y también reduce H,O, y a
diferentes hidroperéxidos organicos usando las MtTrx B/C como sustratos
reductores (232). Cepas de Mtb que carecen de Tpx son hipersensibles a H,0;
y a ‘NO, siendo rescatadas cuando son complementadas por el gen de la Tpx.
Estas cepas mutantes no pueden crecer y sobrevivir en macréfagos murinos
activados y muestran una atenuacion en modelos de TB desarrollada en
ratones (246).

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion reportamos que la
alquil hidroperoxido reductasa E (AhpE, Rv2238c) del Mtb es capaz de reducir
una amplia variedad de sustratos oxidantes, siendo mas eficiente en la
reduccion de hidroperoxidos de &cidos grasos y peroxinitrito (213, 247).
Durante la realizacion de esta Tesis, participé en el trabajo que demostro que la
MtAhpE oxidada puede ser reducida utilizando MSH/Mrx-1 como sustrato
reductor, siendo posteriormente el MSSM reducido por la MR a expensas de
NADPH (142). Esto proporcion0 una explicacion mecanistica a la observacion
de que la capacidad de sintetizar MSH es de importancia en la detoxificacion
de perdxidos (132), ya que fue el primer reporte de una peroxidasa que utiliza
el sistema MSH/Mrx-1/MR como reductor. Como la MtAhpE es uno de los
objetos de estudio de esta Tesis, en el capitulo 1 se realizara una descripcién

detallada de dicha enzima.
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Por ultimo, el Mtb expresa 2 proteinas comigratorias con bacterioferritina, la
Bcp (Rv2125) y la BepB (Rv1608c), las cuales son clasificadas en la subfamilia
PrxQ/BCP por estudios de homologia de secuencia. Hasta la fecha de la
realizacion de esta Tesis, no habia datos ni sobre la estructura ni sobre la
funcionalidad de estas Prx. En el transcurso de la misma, otro grupo publico la
estructura cristalografica de la PrxQ BP de Mtb en estado reducido (PDBp=
5EPF). En el capitulo 3 de esta Tesis describe la caracterizacion funcional de la
PrxQ B.

A.lIV.2. Prxs del macroéfago y la infeccion por Mtb

Existen seis isoformas diferentes de Prxs en mamiferos (248), las cuales
se ubican en diferentes compartimentos celulares, la Prx1 y la Prx2 se localizan
principalmente en el citosol, aunque también en el ndcleo; la Prx3 es
exclusivamente mitocondrial (predominantemente en la matriz pero también en
el espacio intermembrana (249)), Prx4 se localiza en el citosol, reticulo
endoplasmatico, lisosoma y es secretada, Prx5 se presenta en citosol,
mitocondria, peroxisomas y nucleo, mientras que la Prx6 se localiza en el

citosol, en lisosomas y también en secretada.

La interaccion entre la Prx1 del macrofago con la infeccion por Mtb es el
caso mas estudiado, observandose resultados contradictorios. Por un lado, a
través de estudios de infeccion de Mtb ratones deficientes en Prx1, se observo
gue estos eran mas susceptibles, sugiriéndose que la Prx1 contribuye a la
defensa, ya que regula positivamente la produccién de IL-12 al inducir el factor
c-Rel (miembro de la familia de factores de transcripcion del factor nuclear kB,
NF-kB) y activando la via p38 MAPK y regulando la produccion de ‘NO ya que
regula la expresion de Arginasa-1 (enzima que utiliza arginina que compite con
la INOS) (250). Por otro lado, se determin6 que en macréfagos J774 infectados
con Mtb o que sobreexpresen el factor de virulencia ESAT-6 del Mtb se da un
aumento en la expresion de Prx1 mediada por la activacion de p38 MAPK. La
Prxl como defensa antioxidante se considera un factor anti-apoptotico

considerandose critica para la infeccion del Mtb (251).

® Para clarificar, utilizaremos el término PrxQ en lugar del término menos informativo Bcp para
nombrar a los miembros de la subfamilia PrxQ/Bcp como se recomendé en (404) MtPrxQ Ay
MtPrxQ B se han denominado anteriormente MtBcp y MtBcp B, respectivamente.
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Alternativamente, la expresion de varias proteinas cambia en
macréfagos infectados por cepas patogénicas y no patogénicas avirulentas de
Mtb, destacandose que la expresion de Prx3 disminuye en forma significativa
durante la infeccion por cepas patogénicas a diferencia de la causada por
cepas no-patogénicas, por un mecanismo que no ha sido aclarado (252).
Ademas, el peroxinitrito es un potente agente oxidante y capaz de nitrar
residuos de Tyr proteicos y como modificaciones nitro-oxidativas proteicas
podrian estar asociadas con incrementos en la velocidad de degradacién (253,
254), en el capitulo 4 de esta Tesis abordamos el estudio de las posibles
modificaciones nitro-oxidativas de HsPrx3 recombinante y en mitocondrias

aisladas.
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B. Objetivos

Objetivo General: Contribuir a la comprension de los sistemas antioxidantes
que permiten la detoxificacion de hidroperéxidos citotoxicos en Mycobacterium

tuberculosis y en sus células huéspedes.
Objetivos particulares:

1) Determinar las bases moleculares de la especificidad por sustrato
oxidante de la MtAhpE.

2) Determinar la participacion del sulfuro de hidrégeno en el ciclo catalitico
de la MtAhpE.

3) Caracterizar funcionalmente a la MtPrxQ B.

4) Estudiar las modificaciones nitro-oxidativas de la Prx3 humana.

Uno de los objetivos especificos de la Tesis planteados en el proyecto
original, fue demostrar el rol de la AhpE en la detoxificacion de hidroperdxidos
in vivo, utilizando cepas no patogénicas (Mycobacterium smegmatis) carentes
de AhpE (MSMEG_4320). Estas cepas se generarian en colaboracion con la
Dra. Fabiana Bigi, del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Buenos Aires, Argentina. Lamentablemente, después de varios intentos no se
pudieron obtener cepas carentes de AhpE viables. En cambio, si bien la
participacion del sulfuro de hidrégeno en el ciclo catalitico de la MtAhpE vy la
formacion de un persulfuro como intermediario no habia sido planteada en el
proyecto original, surgié la necesidad de estudiarlo durante el transcurso de
esta Tesis. Por lo que este nuevo objetivo derivdo en un proyecto de iniciacion
en la investigacion financiado por la Comision Sectorial de Investigacion
Cientifica (CSIC), que realizamos en colaboracion con el Dr. Ernesto
Cuevasanta y la Dra. Beatriz Alvarez (Facultad de Ciencia, Universidad de la

Republica, Uruguay).

Lista de Articulos publicados en los cuales participé durante la realizacion

del posgrado:
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o Referidos al Capitulo de “Bases Moleculares de la Especificidad por
Hidroperdxidos en Prxs, el Caso de la MtAhpE”
Zeida, A., Reyes, A.M., Lebrero, M.C., Radi, R., Trujillo, M. and Estrin, D.A.,
2014. The extraordinary catalytic ability of peroxiredoxins: a combined
experimental and QM/MM study on the fast thiol oxidation step. Chemical
communications, 50(70), pp.10070-10073.

Zeida, A., Reyes, A.M., Lichtig, P., Hugo, M., Vazquez, D.S., Santos, J.,
Gonzélez Flecha, F.L., Radi, R., Estrin, D.A. and Trujillo, M., 2015. Molecular
basis of hydroperoxide specificity in peroxiredoxins: the case of AhpE from
Mycobacterium tuberculosis. Biochemistry, 54(49), pp.7237-7247.

e Referidos al Capitulo “Cinética de la Formacion y la Reactividad del
Persulfuro de la MtAhpE”
Cuevasanta, E., Reyes, A.M., Zeida, A., Mastrogiovanni, M., De Armas, M.,
Radi, R., Alvarez, B. and Trujillo, M., 2019. Kinetics of formation and reactivity
of the persulfide in the one-cysteine peroxiredoxin from Mycobacterium
tuberculosis. Journal of Biological Chemistry, 294(37), pp.13593-13605.

o Referidos al Capitulo “La MtPrxQ B es una Reductasa, Dependiente de
Trx, Altamente Eficiente por AG-OOH”

Reyes, A.M., Vazquez, D.S., Zeida, A., Hugo, M., Pifieyro, M.D., De Armas,
M.l., Estrin, D., Radi, R., Santos, J. and Trujillo, M., 2016. PrxQ B from
Mycobacterium tuberculosis is a monomeric, thioredoxin-dependent and highly
efficient fatty acid hydroperoxide reductase. Free Radical Biology and Medicine,
101, pp.249-260.

e Referidos al Capitulo “Estudios de las Modificaciones Nitro-oxidativas de
la HsPrx3”

De Armas, M.l., Esteves, R., Viera, N., Reyes, A.M., Mastrogiovanni, M.,
Alegria, T.G., Netto, L.E., Tértora, V., Radi, R. and Trujillo, M., 2019. Rapid
peroxynitrite reduction by human peroxiredoxin 3: Implications for the fate of
oxidants in mitochondria. Free Radical Biology and Medicine, 130, pp.369-378.

e Otros Articulos:
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Crawford, M.A., Tapscott, T., Fitzsimmons, L.F., Liu, L., Reyes, A.M., Libby,
S.J., Trujillo, M., Fang, F.C., Radi, R. and Vazquez-Torres, A., 2016. Redox-
active sensing by bacterial DksA transcription factors is determined by cysteine
and zinc content. MBio, 7(2), pp.e02161-15.

Reyes, A.M., Pedre, B., De Armas, M.l., Tossounian, M.A., Radi, R., Messens,
J. and Trujillo, M., 2018. Chemistry and redox biology of mycothiol. Antioxidants
& redox signaling, 28(6), pp.487-504.
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C. Bases Moleculares de la
Especificidad por Hidroperdoxidos en
Prxs, el Caso de la MtAhpE

C.l. INTRODUCCION

La AhpE de Mtb es el miembro mas caracterizado de la subfamilia AhpE de
Prxs, que son expresados en bacterias Gram positivas del orden Actinomicetos
(196, 197). Esta enzima se identificé por espectrometria de masa en el filtrado
del cultivo y en el lisado celular y no asi en la fraccibn de proteinas de
membrana del Mtb H37Rv, mostrando que se localiza en el citosol y ademas
puede secretarse (255). Adicionalmente, se demostré que la expresion de
MtAhpE, en condiciones in vitro donde el bacilo es expuesto a un ambiente
acido y en un modelo de infeccion de macréfago, se encuentra regulada por
genes del locus aprABC (Acid and Phagosome Regulated) involucrados en la
adaptaciéon del patogeno al fagosoma luego de la fagocitosis (256).
Recientemente, un andlisis del perfil transcripcional del Mtb en un modelo in
vitro de TB intraocular, mostré que uno de los genes que estaba regulado a la
alta correspondia la MtAhpE (257). Finalmente, se observé que, en cepas de
BCG que fueron alternadas de un cultivo in vitro en condiciones aerbbicas a
anaerobicas, la expresion de AhpE disminuia (258). Existen estudios en la
literatura que reflejan el rol en la defensa antioxidante de la MtAhpE. Por
ejemplo, Voskuil y colaboradores analizaron la respuesta transcripcional de
cultivos de Mtb aisladas del esputo de pacientes exponiéndolas a H,O, y a un
dador de °'NO, DETA/NO (aducto de dietilentriamina/6xido nitrico) o
espermidina NONOato y comparandolo con la condicién sin exposicién (259).
Ellos encontraron que los genes que codifican varias proteinas antioxidantes y
particularmente el gen de la MtAhpE, tenian un nivel de expresion alto en la
condicion del cultivo sin tratar y que no habia una mayor induccion ante al
tratamiento con oxidantes, probablemente, debido a la ya alta tasa de

transcripcion de dicho gen en el patégeno aislado de muestras bioldgicas (259).
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Por estudios de homologia de la secuencia aminocidica, los miembros
de la subfamilia AhpE podrian comportarse como Prxs de 1-cisteina (ya que no
presentan la Cr) o de 2-cisteinas, encontrandose la Cr en la hélice-as (164).
Ademas, comparten un 30% y 25% de identidad de secuencia con la
subfamilias Prx1 y PrxQ/BCP, respectivamente (201). Para el caso de la
MtAhpE, su secuencia es mas similar a las Prxs de 2-cisteinas tipicas que a las
Prxs de 1-cisteina de mamifero (197, 260), que pertenecen a otra subfamilia
(Prx6). La estructura cristalografica para el monémero de la MtAhpE fue
definida por primera vez por Li y colaboradores (261), describiendo un
estructura globular, compacta con un clasico domino Trx definido por un arreglo
central de hojas-B antiparalelas (B4-Bs-Bs-Bo) la cuales se encuentran rodeadas
por hélices-a (a,, a4, as) como se muestra en la Figura C1, siendo destacable
de esta estructura el extremo N-terminal extendido antiparalelo a la hoja-By. La
Cp es la Cys45 (Unica en la secuencia) del sitio activo que se encuentra en la
hélice-a,. M&s adelante se realizar4 una descripcion detallada del sitio activo
de esta Prx. Las estructuras depositadas en el PDB por Li y colaboradores,
corresponden el estado reducido (PDBjp= 1XXU) y oxidado (PDB;p= 1XVW) de
la MtAhpE y nosotros las utilizamos en trabajos cientificos que involucraron
simulaciones computacionales para determinar las bases moleculares de la
reactividad de esta enzima con diferentes sustratos oxidantes (262, 263)
(incluyendo este objetivo de la Tesis). Si bien después de la publicacion de
estos resultados, se public6 un nuevo refinamiento de las estructuras
previamente reportadas depositadas como PDBp= 4XOX y 4X1U (264),
simulaciones computacionales llevadas a cabo por el Dr. Ari Zeida (de Facultad
de Medicina y CEINBIO, Universidad de la Republica, Uruguay) mostraron que

las estructuras revisadas eran muy similares a las originales.

45



Figura C1. Estructura cristalografica del monémero de la MtAhpE derivada del PDBjp= 1XXU. Los
elementos de la estructura secundaria estan etiquetados y se indican los extremos C- y N-terminal como
C y N, respectivamente. Imagen tomada de (261).

En base al analisis del empaquetamiento de las moléculas en el cristal y
por estudios de cromatografia de exclusion molecular de la MtAhpE, Li
determind que la MtAhpE se presentaba como dimero de tipo-A y octamero en
solucién. Mas tarde, nosotros demostramos que la estructura cuaternaria de la
MtAhpE en solucion estaba influenciada por el estado de oxidacion de la Cp,
siendo la enzima reducida un dimero no covalente y que al oxidarse con
concentraciones equimolares de H,O; es inicialmente dimérica (por minutos) y
forma lentamente especies de mayor peso molecular (247). Este efecto fue
reversible ante al agregado del agente reductor, 1,4-ditiotreitol (DTT) (247).
Estos resultados fueron reproducidos por otros autores utilizando diferentes
técnicas de biofisica de proteinas como dispersion dinamica de luz (DLS,
Dynamic Light Scattering) y dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS,
Small Angle X-ray Scattering) (222).

El ciclo catalitico de la MtAhpE fue descripto por nosotros (142, 213,
247) siendo especifico para esta Prx, ya que no existen generalidades en
cuanto al paso de reduccion para Prxs de 1-cisteina (265). El ciclo se muestra
en la Figura C2, en donde se puede observar la oxidacion de la Cp de la
enzima (MtAhpE-SH) a &cido sulfénico (MtAhpE-SOH) por diferentes

hidroperoxidos y peroxinitrito. Esta forma modificada de la enzima es reducida
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directamente por la MtMrx1 mediante un mecanismo ditidlico de intercambio
tiol-disulfuro (142). Alternativamente, el MtAhpE-SOH puede formar un disulfuro
mixto con el MSH y este disulfuro ser resuelto por MtMrx1 constituyendo un
mecanismo monotidlico de intercambio tiol-disulfuro (142). Como se vera en el
capitulo que sigue, el sulfuro de hidrogeno puede actuar como sustrato
reductor alternativo (221). Ademas, describimos un mecanismo de inactivacion
de esta enzima por sobreoxidacion de la Cp a acido sulfinico (MtAhpE-SO2H)
que ocurre por la reaccién de la MtAhpE-SOH con una segunda molécula de
hidroperoxido en presencia de un exceso de dicho sustrato, los valores de
constantes para estas reacciones se muestran en la Tabla C1 (213, 247).
Como ya mencionamos, la inactivacion por sobreoxidacion en Prxs de
mamiferos puede ser revertida por Srxs (266), sin embargo, estas enzimas solo
se han encontrado en eucariotas y cianobacterias (267).

MIAhpE-S-S-Mrx1-SH
A

k=16x10°M"s"

N MtMrx1-(SH),

ROOH ROOH
k=8x10*-2x 108 M"'s’ k=40-45x10°M's”
MtAhpE-SH 1 \ > MtAhpE-SOH 6\ » MtAhpE-SO,H
ROH
MSH
ne

‘/ k=237Ms"
H,O

MitMrx1-S-S-M

MtMrx1-(SH),
MtAhpE-S-SM

Figura C2. Mecanismo propuesto del ciclo catalitico de la MtAhpE. La MtAhpE es oxidada por
hidroperéxidos (ROOH) a MtAhpE-SOH (1, en negro). Este se reduce directamente por MtMrx1 (2y 3, en
azul), o mediante una formacion de un disulfuro mixto con MSH (4 en azul), seguido de reduccion por
MtMrx1 (5 en azul). Los productos secundarios de la reduccion del MtAhpE-SOH (los disulfuro MtMrx1-
(S2) y MtMrx1-SS-M) se reducen por una segunda molécula de MSH, formando MSSM y MtMrx1
reducida. El MSSM se reduce en MR. Ambas vias reductoras pueden competir con la sobreoxidacién a
MtAhpE-SO2H (6 en rojo). Modificado de (142).
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El primer paso del ciclo catalitico de la MtAhpE corresponde a la
oxidacion del tiolato de la Cp por el hidroperéxido mediante un mecanismo de
sustituciéon nucleofilica bimolecular (Sn2). Generalmente, este mecanismo
implica el ataque nucleofilico del tiolato sobre uno de los atomos del oxigeno
del grupo peroxido y se alcanza un estado de transicion con una carga negativa
parcial distribuida entre los atomos de azufre y los dos oxigenos, como se
muestra en el esquema a continuacion,

o1
R-s + 0-0" — | R-§—--0-0" | — > R-SOH + RO’
H Grupo
saliente
para completar la reaccion el enlace peroxido debe romperse para liberar el
grupo saliente (el alcohol, formado como producto de reduccion del

hidroperoxido) dejando al tiolato oxidado a &cido sulfénico (R -SOH).

La oxidacion de tioles de bajo peso molecular por oxidantes, como el
H.O, y el peroxinitrito ocurre por un mecanismo similar, Sy2, en el que las
especies reaccionantes son el tiolato y los hidroperdxidos protonados (34, 65).
Estudios de simulaciones computacionales hibridas mecanica
cuantica/mecanica clasica (QM/MM, Quantum Mechanics/ Molecular
Mechanics) de esta reaccion, utilizando H,O, como oxidante, indicaron que el
mecanismo Sy2 de la reaccion es modificado por la transferencia de un
protones de uno de los &tomos de oxigeno al otro para que el agua y el
sulfenato (R-SO") sean productos directos de la reaccion, como se muestra a

continuacion,
R'S_ + H202 — R-SO_ + Hzo

Sin embargo, esta transferencia ocurre después de la formacion del estado de
transicion de la reaccion y, por lo tanto, carece de consecuencias cinéticas
significativas (268-271). En esta reaccion, el solvente juega un papel clave en
el posicionamiento de los reactivos y ayuda a la redistribucién de carga que

tiene lugar en las primeras etapas de la reaccion.
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Debido a que los tiolatos y los hidroperéxidos protonados son las
especies reaccionantes, las constantes de velocidad aparente de las
reacciones se ven afectadas por el pH de acuerdo a,

KaRSH [H+]
Kap = Kph-ina X KRSH + [H] X KROOH { [H+]
donde kqp €s la constante aparente de la reaccion determinada a cierto pH, Kpy-
ind €S la constante de velocidad independiente del pH y KXSH y gROOH gon |as

constante de ionizacion del tiol y del hidroperoxido, respectivamente. Por lo

KRSH y [H]
KRSH 4 [H+] 7 kROOH 4 [+

que, los términos indican la disponibilidad de tiolato y de

hidroperoxido protonados, a cierto pH. Por ejemplo, como el pK, del H,0O, es
11.6, més del 99.9% esta protonado a pH fisioldgico; en el caso del peroxinitrito
(pKa= 6.8 (58)) existe una fraccion cercana al 20% protonado a pH 7.4. A su
vez, ya que los valores pK, de los tioles suelen ser relativamente cercanos al
pH fisioldgico, la fraccion de tiolato a un pH dado también afecta la constante
de velocidad aparente. Las Kpn.ing reportadas para la oxidacion de tioles de bajo
peso molecular por H,O, y por peroxinitrito, varian en un rango de 10* a 10> M°

sy en un rango de 10* a 10° Ms™, respectivamente (190).

Los valores de las constantes de velocidad determinados para el paso
de oxidacién del ciclo catalitico de las Prxs son mayores en comparacion a los
tioles de bajo peso molecular, y en varios casos se aproximan al limite de
difusion. Por ejemplo, la constante de velocidad de segundo orden para la
oxidacion de la Cp por H,O- y por peroxinitrito es hasta 10’ y 10* veces mayor,
respectivamente, en comparacion a la oxidacion de la cisteina libre en solucién
acuosa (190). Los factores implicados en la aceleracion de esta reaccién
catalizada por las Prxs, en general, han sido abordados por nosotros y otros
investigadores, utilizando diferentes estrategias experimentales que incluyen
cristalografia, simulaciones computacionales y datos cinéticos. Estos estudios
mostraron que los residuos de la tétrada catalitica estabilizan el tiolato en la Cp
(como ejemplo, el pK; de la Cp de la MtAhpE es 5.2 (247)) de manera que el
grupo de alcohol de Thr/Ser forma un enlace de hidrégeno con el tiolato y el
grupo guanidinio de la Arg actia como un donador de hidrogeno para formar

otro enlace de hidrogeno con el tiolato y mantener asi, la arquitectura del sitio
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activo (192-194, 203, 272-274). La presencia de estos grupos cerca del tiolato
de la Cp promueve un entorno de parcialmente positivo adyacente a la Cp, que
asiste a la unién efectiva de los &tomos de oxigeno parcialmente negativos de
la molécula del hidroperoxido (193, 194, 262, 272, 274). Simulaciones
computacionales mostraron que una vez que el hidroperoxido ingresa al sitio
activo, la reaccion ocurre de acuerdo a un mecanismo Sy2; el estado de
transicion es lineal con un angulo (S-O-O) de 180°, el enlace de peréxido O-O
se alarga hasta romperse y se va formando el nuevo enlace S-O (194, 262). El
proceso es favorecido por las interacciones entre el hidroperoxido y los
residuos del sitio activo, ya que la red enlaces de hidrégeno en el tiolato de la
Cp se interrumpe por la entrada del hidroperoxido, lo que resulta en una
desestabilizacion del tiolato aumentando su nucleofilicidad antes de la
formacién del estado de transicion (194, 262). También, se observo la
transferencia de un proton desde el &tomo de oxigeno que sufre el ataque del
tiolato al oxigeno del grupo saliente, en forma similar a lo observado para tioles
de bajo peso molecular, probablemente asistido por el grupo amida del residuo
de la Cp 0 por el grupo guanidinio de la Arg (194, 262). Luego la reaccion

contintia hacia la formacion del R-SO™ en la Cp.

Otro aspecto interesante a evaluar es la especificidad de las Prxs por los
hidroperéxidos. Como la oxidacién de los tiolatos transcurre mediante un
mecanismo Sy2, se espera que la reaccibn sea mas rapido para aquellos
hidroperoxidos con mejores grupos salientes, es decir, aquellos con grupos
salientes mas acido (165, 275). De hecho, esta tendencia ocurre para la
oxidacion del GSH y del unico tiol libre de la albumina sérica bovina por
diferentes hidroperéxidos (276, 277). Sin embargo, el microambiente al que
esta expuesto un residuo de cisteina en la proteina puede afectar notablemente
su reactividad (165, 186, 278). En el caso de las Cp de las Prxs, los sustratos
oxidantes preferidos varian y no siguen la tendencia mencionada anteriormente
(206). En el caso de la MtAhpE, realizamos previamente un estudio de
especificidad por sustrato oxidante por el cual determinamos constantes de
velocidad de oxidacion de su Cp por diferentes hidroperdxidos, mostradas en la
Tabla C1 (213, 247).
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Tabla C1. Cinética de la oxidacion y sobreoxidacion de la MtAhpE por

varios hidroperoxidos.

ROOH pPKa pPKa Kox EH 7.4 Kox ?LH-ind Ksobreox pH7.4 Ksobreox pH ind Ref.
grupo saliente (M S-l) (M S_l) (M-lS-l) (M—lS—l)

H20> 11.7 15.7 8.2x10° 8.2x10" 40 46 (247)
ONOOH 6.8 3.15 1.9x10° 9.5x10’ ND ND (247)
t-bOOH 12.8 18 8.0 x10° 8.0 x10° 12 14 (213)
Cu-OOH 12.6 14.5 4.0x10* 4.0 10 60 70 (213)
3-CPBA 7.57 3.82 24x10° 3.9x10° 1.96x10° 3.8x10°  (213)

HCO, >9 10.3 1.1x10° 1.1x10° 25x10° 28x10°  (213)

15-HpETE >10% > 10" 1.8x10° 1.8x10° 45x10° 45x10° (213)

Hidroperéxidos >10% > 10" 27x10° 27x10° 3.7x10° 4.0x10° (213)
de acido a-linolénico®

El pKa indica el valor pKa del peréxido (ROOH). El pKa grupo saliente corresponde al pK, del acido
conjugado del grupo saliente (ROH) para cada hidroperoxido. Las Kox Y Ksobreox pH 7.4 SON las constantes de
velocidad de oxidacion y sobreoxidacion de la MtAhpE a pH 7.4 y 25 °C, respectivamente; Kox Y Ksobreox pH-
ind SON las constantes de oxidacién y sobreoxidacién de la MtAhpE independiente del pH a 25 °C,
respectivamente. ONOOH, acido peroxinitroso; t-bOOH, hidroperéxido de tert-butilo; Cu-OOH,
hidroperéxido de cumeno; 3-CPBA, &cido 3-cloroperoxibenzoico; HCO,, peroximonocarbonato; 15-
HpETE, 15S-hidroperéxido-57,82,117,13E eicosatetraenoico.

A Aunque los valores de pKa para el grupo hidroperéxido del 15-HpETE o el grupo de alcohol en 15-HETE
no se han determinado, deben ser similares a los de otros grupos alquilo hidroperéxidos y alcoholes,

respectivamente, y por lo tanto se puede suponer que es >10.

® Mezcla de hidroperdxidos producto de la reaccién catalizada por la lipooxigenasa.

Se destaca que para la mayoria de los hidroperéxidos la oxidacion de Cp
en MtAhpE muestra la tendencia esperada con el pK, del grupo saliente,
reaccionando mas rapidamente con aquellos hidroperdxidos cuyos productos
de reduccion tienen pK, menores, como se muestra en el grafico de Brgnsted,
Figura C3. En el caso del &cido 15S-hidroperéxido-57,87,117,13E
eicosatetraenoico (15-HpETE), las constantes de velocidad de oxidacion y la
sobreoxidacion de la MtAhpE (Tabla C1) fueron mucho mas altas de lo
esperado (Figura C3). Aunque el pK, del 15-HETE (acido 15S-hidroxi-
57,8Z,117Z,13E-eicosatetraenoico, el producto de la reduccién del 15-HpETE)
no se ha reportado, debe estar en el rango de otros alcoholes alifaticos y
similares a los de H,0O,, t-bOOH y Cu-OOH (es decir, >10). Desviaciones
esperadas en el grafico de Brgnsted son frecuentes en las reacciones de
reduccion de hidroperéxidos mediadas por Prxs. Por ejemplo, miembros de la
subfamilia AhpC/Prxl (o Prxs de 2-cisteinas tipicas) generalmente reaccionan
extremadamente rapido con H,O,, con constantes de velocidad en el orden de
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107-10®° M™'s™, siendo esta reaccién mas rapida que con peroxinitrito (k =
10°-10" M7*s™) (207, 279).

e AG-O-

Log ka-ind

T b T T

T v T .
4 6 8 10 12 14 16 18

T o T
pKa grupo saliente

Figura C3. Grafico de Brgnsted de la oxidacién y sobreoxidacion de la MtAhpE por varios
peréxidos. Se muestra la dependencia del logaritmo de la Kox pH-ina (Circulos) y la Ksobreox pH-ind (Cuadrados)
vs los valores de pKa de los grupos salientes (pKa grupo satiente). LOS peroxidos utilizados fueron peroxinitrito
(NO2', como grupo saliente), acido 3-cloroperoxibenzoico, 3-CPBA (3-clorobenzoato, 3-CIB~ como grupo
saliente), peroximonocarbonato, HCO4 (Cng', como grupo saliente), hidroperéxido de cumeno, Cu-OOH
(Cu-O7, como grupo saliente), 15-HpETE (15-HETE o AG-O’, como grupo saliente), H.O, (OH", como
grupo saliente), t-bOOH (t-bO", como grupo saliente).

La alta reactividad de la MtAhpE con hidroperdxidos derivados de acidos
grasos (AG-OOH) nos llamé la atencién. Si bien en nuestro trabajo previo (213)
discutimos los resultados indicando la existencia de un surco hidrofébico en la
superficie de la enzima que podria contribuir al posicionamiento correcto del
sustrato en el complejo de reactivos, las bases moleculares de esta
especificidad no se establecieron. Asi que mediante en la colaboracion con el
Dr. Ari Zeida (en ese momento trabajando en el grupo dirigido por el Dr. Dario
Estrin, Departamento de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica-Fisica and
INQUIMAE-CONICET de la Universidad de Buenos Aires, Argentina)
abordamos esta cuestion desde el punto de vista experimental y
computacional, siendo los resultados publicados en el afio 2015 en la revista
“Biochemistry” (263) de la cual compartimos la primera autoria. En dicho

trabajo, la mayor parte de las determinaciones experimentales fueron
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realizadas por mi, y las computacionales por Ari Zeida, si bien ambos
estuvimos involucrados en la planificacion y en la discusion de todos los

resultados.
C.lIl. MATERIALES Y METODOS

Quimicos. El 1l-anilino-8 naftaleno sulfonato (ANS) fue obtenido de
Molecular Probes. El 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB), el DTT y el
pentaacetato de dietilentriamina (DTPA) fueron comprados de Sigma-—Aldrich.
El H,O, fue obtenido de Mallinckrodt Chemicals. Los AG-OOH, el acido 12S-
hidroperoxido-52,8Z,10E,14Z eicosatetraenoico (12-HpETE, pureza 296%) y el
4-hidroperoxido-2E-nonenal (4-HpNE, pureza 295%), el 4-hidroxi-2E-nonenal
(4-HNE, pureza 298%) fueron obtenidos de quimicos Cayman.

Expresion y purificacion de la proteina. La MtAhpE fue expresada en la
cepa Escherichia coli BL21(DE3) (en el vector de expresién pDEST17) como
una proteina acoplada a cola de 6 residuos de His y purificada por
cromatografia de afinidad utilizando una columna cargada con Niquel (HiTrap
Chelating® GE Healthcare) como se describié previamente en (261). La
concentracion por subunidad de la proteina fue determinada
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 280 nm (g0 = 23,950 M’
'em™), valor calculado de acuerdo a la secuencia de aminoAcidos del
mondmero utilizando la herramienta ProtParam del servidor EXPASy,
(http://web.expasy.org/protparam/) (280). En colaboracién con la Dra. M.
Dolores Pifieyro del Instituto Pasteur de Montevideo, se generaron versiones
por mutagénesis sitio dirigida de la MtAhpE en las cuales los residuos de
Phe4l o Phe97, que estan presentes en la interface dimérica de la proteina
(Figura C4), fueron reemplazados individualmente por Ser o Glu,
respectivamente. La generacion de estas mutantes radica en que las
interacciones hidrofébicas que forman estos residuos de Phe estabilizan la
estructura dimérica de la enzima (261) y nuestro objetivo al cambiar estos
residuos es debilitar el dimero esperando que tenga un efecto en la reactividad
de la enzima contra los AG-OOH, ya que partimos de la hipétesis de que la
existencia de un surco hidrofébico que involucra a la interfase dimérica, podria

contribuir al posicionamiento correcto del sustrato en el complejo de reactivos
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(213). La expresion y purificacion de estas proteinas fue realizada como se

describié previamente para la MtAhpE tipo salvaje.

Figura C4. Representacion de la interfase dimérica de la MtAhpE. Esta se caracteriza por
interacciones principalmente hidréfobas entre los aminoacidos etiquetados. Los principales contribuyentes
a la interfaz son las dos hélices-az y las dos giros f6-7. Cada monémero se muestra en diferentes color.

Reduccidon del tiol proteico y cuantificacién. La MtAhpE fue reducida
mediante preincubacion con DTT (2 mM) durante 30 minutos a 4 °C
inmediatamente antes de los ensayos. El exceso del agente reductor fue
removido por gel filtracion usando una columna de desalado HiTrap
(Amersham Bioscience) detectando a la proteina por absorbancia a 280 nm. La
medida del contenido de tiol de la proteina se llevo a cabo utilizando DTNB
midiendo absorbancia a 412 nm (g41> = 14,150 M"*cm™, (281)). De acuerdo a
lo esperado para la enzima reducida (MtAhpE-SH), se midié una concentracién

gue corresponde a un tiol por subunidad proteica.

Determinaciones cinéticas de la oxidacion de la MtAhpE y la MtAhpE
F41S. Las constantes de velocidad de oxidacion de la MtAhpE por 4-HpNE y
12-HpETE se determinaron siguiendo la disminucion de la intensidad de
fluorescencia intrinseca de la proteina (Aexc = 295 nm, emision de fluorescencia
total) que se produce durante la oxidacion de la MtAhpE, como fuera reportado
previamente en nuestro laboratorio (213, 247). La MtAhpE reducida (0.1 pM) se
mezcldé rapidamente con concentraciones de hidroperoxido en exceso en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) méas DTPA (0.1 mM), pH 7.4y 25 °C,
utilizando un fluorimetro de flujo detenido SX20 Applied. Estos sustratos

oxidantes reaccionaron con la enzima con constantes de velocidad de reaccion

54



extremadamente altas (ver resultados). Debido a ello, aun trabajando a las
menores concentraciones de enzima que permitieron obtener sefales de
cambio de fluorescencia de suficiente amplitud (0.1 puM), las concentraciones
de sustrato oxidante en exceso no siempre siguieron condiciones de
pseudoprimer orden estrictas, si bien siempre fueron de al menos 5 veces
mayores que la concentracion de enzima. Concentraciones mayores hacen que
la reaccion ocurra mayoritariamente en el tiempo de mezcla del aparato, por lo
gue no puede seguirse. A partir del ajuste de los datos experimentales a un
decaimiento exponencial se obtuvieron los valores de constantes de velocidad
observadas (kops). Estas constantes se graficaron en funcidbn de la
concentracion de hidroperdxido en exceso y de la pendiente del ajuste lineal se
obtuvo la constante de velocidad de segundo orden para la reaccién de
oxidacion. Como el 4-HpNE es un aldehido que podria reaccionar como un
electréfilo con cisteina u otros residuos nucleofilicos en proteinas (282), se

realizaron controles evaluado la reaccion entre MtAhpE con 4-HNE.

La constante de velocidad para la oxidacion de la MtAhpE F41S por H,0,,
se determiné como se describe arriba y como se determiné para la reaccion de
la MtAhpE previamente (247).

Con el objetivo de determinar los parametros termodindmicos de activacion
de la oxidacion de la MtAhpE por el 12-HpETE, se repiti6 el experimento
descripto arriba a cuatro temperaturas diferentes (desde 8 hasta 25 °C). El
rango de temperatura fue <25 °C, debido al hecho de que la velocidad de la
reaccion a mayores temperaturas era demasiado rapidas para ser seguidas en
nuestro equipo de flujo detenido (tiempo de mezcla <1.1 milisegundos), incluso
utilizando pequefas concentraciones de reactivos (0.1 yM de enzima y < 2 uM
de 12-HpETE). Determinamos constantes de velocidad a diferentes
temperaturas como se muestra en el inserto de la Figura C6, y se realizaron los
graficos de Arrhenius e Eyring (Figura C6) a partir de las ecuaciones de

Arrhenius e Eyring que se muestran a continuacion, respectivamente,

Ink = Ina — 5 1

nKk = In XT
Lk _AHF 1oast R
T R T" R " "N xh
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en donde Ei es la energia de activacion del estado de transicion, la constante A
representa la probabilidad de la reaccion por lo que involucra factores de
frecuencia de colision y orientacion de la particulas que colisionan, R es la
constante de los gases y T es la temperatura absoluta (en Kelvin). N, es el
numero de Avogadro y h es la constante de Planck. AS* y AH* son la entropia y

la entalpia de activacion del estado de transicion, respectivamente. De los

graficos se obtuvieron los valores de Eﬁ, AS*, AH* y calculamos el valor de
energia libre de activacion del estado de transicion, AG*, para compararlos con
los pardmetros reportados por nosotros previamente para la oxidacion de la
MtAhpE con H,0, (262), como se muestra en la Tabla C3.

Ensayos fluorimétricos con ANS. Las mediciones de fluorescencia se
realizaron utilizando un espectrofluorimetro Jasco FP-6500 con una cubeta de
cuarzo de 3 x 3 mm. Los anchos de banda de excitacion y de emision se fijaron
en 4 nm. La excitacion se realiz6 a 295 nm (para excitar los residuos de TRP
de la proteina) y/o a 380 nm (para excitar al ANS). La eficiencia de la
transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, Forster resonance
energy transfer) se evalu6 mediante la determinacién de la intensidad de
fluorescencia total de los residuos de Trp de MtAhpE (en presencia de DTT, 1
mM) después de afadir concentraciones crecientes de ANS. El experimento se
repitié a tres concentraciones diferentes de MtAhpE (1.5 uM, 3 uM y 8 uM).
Asumiendo un modelo de n sitios de unién idénticos e independientes, la

disminucién relativa de fluorescencia total puede ser descrita por:

1- F _ —1 — K, [MtAhpE];x — nK,[MtAhpE]; — /(1 + K,[MtAhpE]; x + nK,[MtAhpE];)? — 4nKZ%[MtAhpE|x
F, —2K,[MtAhpE];
Ec. 1

donde F es la fluorescencia total, F, corresponde a la intensidad de
fluorescencia de MtAhpE en ausencia de ANS, K, es la constante de
asociacion, n es el coeficiente estequiométrico de ANS por mondémero de

MtAhPE y x=WNSl/ g, - L& Ec. 1 fue inicialmente ajustada de forma

independiente para cada concentracion de MtAhpE, y después se realizé un
ajuste global (donde la Ec. 1 se ajustd a todo el conjunto de datos). Estos

experimentos asi como el analisis de los datos fueron realizados en
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colaboracion con el Dr. Luis Gonzalez Flecha (IQUIFIB y Departamento de
Quimica Biologica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires, Argentina).

Docking y dinamica molecular clasica. La estructura cristalografica del
dimero MtAhpE en el estado reducido (PDBp= 1XXU) (261) fue utilizada como
estructura de partida. Se configuré Cp (pKa = 5.2) (247) en la forma reactiva
desprotonada. El sistema fue solvatado con las moléculas de agua TIP3P, en
una caja octaédrica de 12 A de dimension (283). Todos los parametros de los
residuos utilizados corresponden al campo de fuerza AMBER parm99 (284), a
excepcion de los sustratos, que fueron desarrollados por un procedimiento
estandar. Las cargas parciales se calcularon utilizando el método de potencial
electrostético restringido (RESP) y los calculos DFT de estructura electronica
con el funcional PBE y el conjunto de bases dzvp. Las distancias y angulos de
equilibrio, asi como las constantes de fuerza, se calcularon utilizando los
mismos métodos y conjunto de bases utilizados para el calculo de las cargas.
Con el fin de obtener las estructuras iniciales del complejo
MtAhpE:hidroperoxido, se realiz6 un experimento de docking sesgado (285)
para 15-HpETE como sustrato utilizando la informacidén obtenida previamente
para la interaccién de H,O; en el sitio activo de la enzima (262). Por lo tanto, la
posicion del grupo peréxido fue fijado y el resto de la molécula fue “dockeado”.
Las estructuras iniciales para los complejos MtAhpE:t-bOOH y MtAhpE:4-HpNE
se obtuvieron a partir de estructuras obtenidas del complejo MtAhpE:15-
HpETE. Todas las simulaciones se realizaron bajo condiciones periodicas de
contorno utilizando el método de particulas de Ewald (PME) para el tratamiento
de las interacciones electrostaticas con un valor de corte de 10 A. Las
longitudes de enlace de hidrogeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio
utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presion se
mantuvieron constantes con un termostato y barostato de Langevin,
respectivamente, tal como se aplica en el programa AMBER. En todos los
casos, el sistema se optimiz6 durante 1000 pasos. Luego, se termostatizé
lentamente de 0 K a 300 K durante 20 picosegundos a presion constante, con
el termostato de Berendsen, y la presion se equilibr6 a 1 bar por 5

picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizd una simulacion de
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dindmica molecular clasica (DM) de 10 nanosegundos a temperatura (300 K) y
volumen constante. También se realizaron simulaciones de DM en el ensemble
NTP para cada sustrato libre (es decir, 15-HpETE, 4-HpNE, t-bOOH y H,0,).
Posteriormente, se realizaron dos trayectorias de 100 nanosegundos en las
que se aplico una restriccidén “tipo muro” para las distancias entre el atomo de
azufre y el &tomo de oxigeno electréfilo a un valor menor a 3.5 0 a 10 A. Los
calculos de energia libre de asociacién se realizaron en el nivel MM/GBSA
(286), seleccionando 200 estructuras con una distancia entre los atomos
reactivos menor o igual a 3.5 A. Se utiliz6 el mismo conjunto de estructuras
para calcular la diferencia en el area superficial accesible al solvente (SASA,

solvent accessible surface area) tras la unién de los sustratos, definidos como:

ASASA = SASAwcanpe:roon — (SASAyeanpe + SASAgoon)

Simulaciones hibridas QM/MM. Las simulaciones de QM/MM fueron
llevadas a cabo con protocolos y parametros similares que se utilizaron
anteriormente (262, 271). Este escenario fue construido mediante la particion
del sistema en subsistemas QM y MM. El sistema QM consistié en el grupo
H3;COOH del 15-HpETE (dos de los atomos de hidrégeno del grupo metilo son
link atoms con el sistema MM) junto con las cadenas laterales de Cp y Arg116.
Se empled el método de posicién escalada para describir los limites QM/MM
(287). Para la region QM, los calculos se realizaron en el nivel de aproximacién
de gradiente generalizado (GGA), utilizando la combinacion de funcionales
PBE de intercambio y correlacién, con una base dzvp para la expansién de los
orbitales de un electrén (288) La densidad electronica también se expandié en
un conjunto de bases auxiliar y los coeficientes para el ajuste se computaron
minimizando el error en la energia de repulsién de Coulomb. Con el objeto de
explorar la energia libre y el mecanismo de la reaccién, empleamos un
esquema de muestreo Umbrella Sampling, eligiendo como coordenada de
reaccion la diferencia entre las distancias Oa-Og Yy S-Oa, que fue muestreada
de -1.7 a 1.4 A, dividido en 31 ventanas de simulacion, utilizando un potencial
arménico con una constante de 200 Kcal/mol A% La seleccién de la regién QM
y la coordenada de reaccion, ha proporcionado una representacion realistica
del mecanismo de reaccidn en trabajos previos (262, 271). Especificamente, en

cuanto a la base de las consideraciones estructurales y energéticas, hemos
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demostrado que las moléculas de agua no estan directamente involucradas en
la reaccién. Las configuraciones iniciales se generaron a partir de equilibrios
previos clasicos de 2 nanosegundos en la que el soluto se tratd clasicamente
como un sistema rigido, seguido por una simulacion QM/MM de 2
picosegundos. Para cada ventana, las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo
durante al menos 10 picosegundos. Se empled el algoritmo de Verlet para
integrar las ecuaciones de Newton con un intervalo de tiempo de 1
fentosegundo. Durante las simulaciones, la temperatura se mantuvo constante
a 300 K usando el termostato Langevin. El perfil de energia libre se obtuvo
utilizando tanto métodos de reponderacion sencilla e integracion con Umbrella
(289), obteniéndose resultados casi idénticos. Los errores estadisticos de las
AG*y la Ei se calcularon segun lo sugerido por Kastner y colaboradores (290).
La visualizacion de las dinamicas y las representaciones moleculares fueron

realizadas con el programa VMD 1.9.1. (291).
C.IIl. RESULTADOS Y DISCUCION

Oxidaciéon de la MtAhpE por hidroperéxidos organicos. Con el fin de
evaluar si la reactividad de los AG-OOH es dependiente de la longitud de la
cola alifatica, determinamos la constante de velocidad de segundo orden de la
oxidacion de MtAhpE por 4-HpNE y como lo hicimos previamente en (213,
247). El curso temporal del cambio de fluorescencia intrinseca de MtAhpE se
muestra en la Figura C5A, junto con la dependencia de la Kkeps cOn la
concentracion de hidroperdxido (Figura C5B). Como control, se incub6 MtAhpE
reducida con 4-HNE y no se observo cambio de fluorescencia intrinseca de la
enzima en un lapso de tiempo comparable a la de oxidacion por el
hidroperoxido (Figura C5A). Esto es consistente con el hecho de que las
reacciones de este electrofilo con residuos de Cys son mucho mas lentas, y por
ejemplo, la constante de velocidad de oxidacion de la Cys libre de albumina de
suero humano por 4-HNE ha sido reportada como 30 M~'s™ (292).
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Figura C5. Cinética de la oxidacion de MtAhpE por 4-HpNE. (A) Cursos temporales de los cambios de
fluorescencia intrinseca de la MtAhpE (0.2 uM) cuando se mezclan con 4-HpNE (2.5 pM, trazo negro) o 4-
HNE (2.5 pM, trazo rojo) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C.
Los datos para 4-HpNE fueron ajustados a exponenciales simples de los que se obtienen los valores de
kobs. (B) Gréfico de la dependencia de los valores de kons €n funcion de la concentracion de 4-HpNE. De la
pendiente del ajuste lineal se obtiene la constante de velocidad de segundo orden de la oxidacién de la
MtAhpE de este AG-OOH.

La constante de velocidad resultante fue (6.0 + 0.1) x 10’ M*s™}, 3
veces menor que la determinada para 15-HpETE (Tabla C2) (213) pero 3-4
ordenes de magnitud mayor en comparacion con la reactividad de t-bOOH o
Cu-OOH (Tabla C2) reportadas por nosotros previamente (213, 247). Estos
datos confirman la preferencia significativa de la MtAhpE por estos sustratos,
sugiriendo que la longitud de la cola alifatica juega un rol en la modulacion de la
reactividad, siendo mayor cuanto mas larga es cadena de carbono.
Alternativamente, la posiciéon del grupo hidroperdxido en la cola alifatica no
parece ser tan importante para la reactividad, ya que nosotros también
determinamos la constante de velocidad de oxidacion de la MtAhpE por el 12-
HpPETE siendo 3.5 x 10% M*s™, muy similar a la determinada para el 15-HpETE
por nosotros y la determinada para el 5-HpETE por Alegria y colaboradores
(293) (Tabla C2). En este ultimo trabajo se utilizé a la MtAhpE para desarrollar
un método cinético de competencia para determinar la constante de velocidad
de la reaccion entre diferentes AG-OOH con una peroxidasa de Xylella
fastidiosa especifica para estos sustratos, la enzima de resistencia a

hidroperoxidos organicos (Ohr, organic hydroperoxide resistance). Cabe
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destacar que el Mtb carece de esta clase sistema de reduccion de
hidroperoxidos organicos (Ohr y su regulador OhrR) que si est4 presente en
Mycobacterium smegmatis (137, 294). Aungue, el Mtb presenta una proteina
de estrés osmotico, OsmC, que pertenece a la familia de las Ohr y mostro
participar en defensa contra el estrés oxidativo mediado por t-bOOH y Cu-OOH

(295), pero no se estudio su especificidad por AG-OOH.

Tabla C2. Constantes de velocidad de la oxidacién de la MtAhpE por

diferentes hidroperdxidos orgénicos.

Hidroperéxido Kox pH7.4, 25 °C Ref.
(M7s™)
t-bOOH 8.0 x 10° (213)
Cu-OOH 4.0 x 10* (213)
4-HpNE 6.0 x 10’ Este trabajo
OAOOH 4.0 x10° (293)
5-HpETE 2.9x10° (293)
15-HpETE 1.8 x 10° (213)
12-HpETE 3.5x10° Este trabajo
Hidroperéxidos de acido 2.7 x10° (213)

a- linolénico®

OAOOH= hidroperéxido del &cido oleico, 5-HpETE= 5S-hidroperdxido-6E,82,117,14Z-eicosatetraenoico.

A Mezcla de hidroperéxidos producto de la reaccion catalizada por la lipooxigenasa.

Un aspecto interesante a analizar para esta reaccion preferencial con
estos sustratos, es la comparaciéon de los parametros termodinamicos de
activacion de la reaccion con los AG-OOH con los reportados previamente
utilizando H,O, como sustrato oxidante (262). Para calcular dichos parametros
determinamos las constantes de velocidad de oxidacion de la MtAhpE por 12-
HpETE a diferentes temperaturas. En la Figura C6, se representa el grafico de
Eyring que muestra la dependencia entre la constante de velocidad de la

reaccion con la temperatura.
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Figura C6. Determinacién de los pardmetros termodinamicos de activacién de la oxidacion de la
MtAhpE por el 12-HpETE. Se calcularon los parametros termodinamicos de activacion a partir del grafico
de Eyring que muestra la dependencia entre las constantes de velocidad y la temperatura. Recuadro: Kops
(s_l) en funcion de la concentracion de 12-HpETE a diferentes temperaturas (T= 7.7 °C (m), 15 °C (A),
18.9 °C (o) y 25° C (#)).

En la Tabla C3 mostramos los valores de los parametros
termodinamicos de activacién obtenidos por el andlisis de los datos utilizando la
ecuacion de Eyring (Materiales y Métodos), comparando con los determinados

para el H,O, en nuestro trabajo (262).

Tabla C3. Comparacion de los parametros termodinamicos de activacion
de la oxidacién de la MtAhpE por 12-HpETE y H,0..

Hidroperéxido AH?* (Kcal/mol) AS* (cal/Kmol) AG* (Kcal/mol)*
H.0," 48+0.5 -19.1+£1.9 10.5
12-HpETE 8.2+0.3 8.0+1.0 5.8

A Determinado a 25 °C.

® Tomado de (262).

Curiosamente, la disminucién neta en AG* para la reaccién con los
hidroperoxidos alquilicos se debe a un efecto entropico, que compensa el
mayor valor observado para la AH* comparado con el H,O,. Esto es
probablemente debido a una combinacion de efectos que implican cambios en

62



las interacciones proteina-hidroperoxido, dinamica de la proteina (ver abajo) y

efectos del solvente, entre otros.

Por otra parte, en la Figura C7 se muestra la reactividad de la MtAhpE
F41S (mutante en el residuo de Phe4l por Ser) con H,0,, obteniéndose una
constante de velocidad de oxidacion de 800 M™'s™?, 2 érdenes de magnitud
menor que la tipo salvaje (8.2 x 10* M's™, (247)) y el mismo comportamiento
se vio cuando usamos como oxidante el 15-HpETE (~1 x 10° M's™ vs 1.8 x
10® M*s™, no mostrado) por lo que parece que la estabilidad del dimero es

importante para la reactividad.
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Figura C7. Cinética de la oxidacion de MtAhpE F41S por H;O,. Cursos temporales de los cambios de
fluorescencia intrinseca de la MtAhpE F41S (0.2 uM) cuando se mezclan con H,O, (100 uM) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C. Los datos para el H,O;
fueron ajustados a exponenciales simples de los que se obtienen los valores de kops. Inserto: Grafico de la
dependencia de los valores de kops €n funcién de la concentracion de H,O,. De la pendiente del ajuste
lineal se obtiene la constante de velocidad de segundo orden de la oxidacién de la MtAhpE por H>O, de
800 M's™.

Dado que observamos que el largo de la cola alifatica tiene una
influencia en la reactividad, estudiamos el efecto de la adicion de &cido
araquidonico, en concentraciones por debajo de la concentracién micelar critica
(296), sobre la reactividad de la MtAhpE con H,0,. Este efecto ha sido
reportado en el caso de la sirtuina 6, una desacetilasa, que hidroliza

preferentemente grupos acilo de cadena larga en vez de acetilos, y cuya
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actividad catalitica como desacetilasa se ve incrementada en presencia de
acidos grasos de cadena larga (297). Determinamos las constantes de
velocidad para la oxidacion de la MtAhpE por H,O, en ausencia o presencia de
acido araquidénico (20 uM) como 8 x 10* M's' y 6.6 x 10* Mls?
respectivamente. Estos valores son similares, por lo que no observamos un

incremento de la reactividad en presencia del acido graso.

Caracterizacion del parche hidrofobico en la MtAhpE. Una
caracterizacion estructural y dinamica de la MtAhpE reducida mostr6 una
region hidrofobica expuesta ubicada en la interfaz del dimero. Esta comprende
cadenas laterales no polares de ambas subunidades, que fueron sefaladas
como posibles mediadores de la interaccion con hidroperéxidos alquilicos
formando un complejo enzima-sustrato en el que el grupo peroxilo se ubica en
posicion reactiva (213). Para caracterizar esta region, analizamos la interaccion
de la enzima reducida con el ANS (298, 299). El uso de esta sonda
fluorescente ha proporcionado informacion valiosa sobre la existencia de
bolsillos hidrofébicos accesibles desde el solvente y con una carga positiva
cercana (298). Estos sitios de unién promueven el aumento del rendimiento
cuantico del ANS con un concomitante desplazamiento en la emisién hacia el
azul. Entre las proteinas nativas que exhiben este comportamiento, podemos
mencionar proteinas de membrana y algunas pocas proteinas de unién a
acidos grasos (u otros ligandos hidrofobos) solubles en agua (300, 301). En la
Figura C8, observamos la disminucién de fluorescencia intrinseca de la
MtAhpE tratada con concentraciones crecientes de ANS, a la vez que se
produce un aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia ANS, siendo
ambos fendmenos dependientes de la concentracion de ANS. Utilizamos estas
propiedades para determinar parametros de union para esta interacciéon como

se describe en Materiales y Métodos.
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Figura C8. Unidn entre el ANS y la MtAhpE utilizando FRET con Trps. (A) Registros de emision de
fluorescencia total (Aexe= 295 nm) cuando se incuba MtAhpE (4 pM) con concentraciones crecientes de
ANS (0-88 puM) en presencia de DTT (2 mM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1
mM), pH 7.4, 25 °C. La dilucion total se mantuvo por debajo del 15%. Las flechas indican la disminucion
(en el entorno de 350 nm, que corresponderia a la fluorescencia intrinseca de la proteina) y el aumento
(en el entorno de 460 nm, que corresponderia al ANS en el entorno proteico) de la fluorescencia al
aumentar la concentracion de ANS. (B) Se muestran las curvas de union entre la MtAhpE (1.5 uM (m), 3
UM (o) y 8 uM (A)) cuando se incubo con el ANS. Se grafica la disminucién relativa de la fluorescencia
total de emision de los Trps (Aem~ 335 nm) en funcién de [ANS]r /[[MtAhpE]r.

La Figura C8 muestra las curvas de union utilizando 3 concentraciones
diferentes de MtAhpE y el ajuste de los datos experimentales a la Ec. 1 de
Materiales y Métodos. No se observaron diferencias significativas entre los
ajustes a cada serie de datos por separado, y el ajuste global a todo el conjunto
de datos (Tabla C4).

Tabla C4. Pardmetros de unién obtenidos de los experimentos interaccion
entre el ANS y la MtAhpE.

n Ka (UM™) R*

[MtAhpE]=1.5uM  1.07+0.03 0.13+0.01 0.99
[MtAhpE]=3.0uM  1.07+0.05 0.16+0.02 0.98
[MtAhpE]=8.0uM  1.00+0.01 0.20+0.01 0.99

Ajuste global 1.04+0.01 0.16+0.02 0.99

El andlisis de curvas de uniébn mostr6 una estequiometria de una
molécula de ANS por mondémero enzimatico con una constante de asociacion
(Ka) de (0.16 + 0.02) uM™ . Estos resultados confirmar la presencia de un

parche hidrofébico expuesto. Ademas, la K, determinada esta en el orden de
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los valores determinados para proteinas de unién a acidos grasos como la
albimina de suero bovino (0.32 uM™, (299)) pero no esta dentro del rango de
valores que se atribuye generalmente a la union de ANS a estados de glébulos
fundidos ((1-5) x 102 uM™, (302)) que sugieren fuertemente la presencia de

un sitio de unién bien definido.

Andlisis de la interaccion del sustrato con la MtAhpE. Con el fin de
obtener informacién a nivel microscopico sobre la interaccion de diferentes
sustratos (como H,0O,, t-bOOH, 4-HpNE y 15-HpETE) con la enzima, se
llevaron a cabo estudios de simulaciones computacionales de DM en
combinacion con simulaciones de Docking. En concreto, se realizaron
simulaciones de 100 nanosegundos, después de realizar un andlisis de
Docking sesgado para obtener estructuras de complejos iniciales como se
describié en Materiales y Métodos. En el complejo de enzima-sustrato, el grupo
peréxido interactla directamente con diferentes elementos estructurales del
sitio activo de la enzima, estableciendo una compleja red de enlaces de
hidrégeno que involucra principalmente a la Cp, la Thr42 y la Argll6. Estas
interacciones ubican el &tomo de oxigeno electréfilo del H,O, (Oa) en contacto
muy estrecho con el atomo de azufre nucledfilo de la Cp (Sp), aspecto que se
observé para los diferentes sustratos. Sin embargo, la parte no reactiva de los
sustratos de cadena mas larga que interactia con la enzima, también puede
jugar un papel importante en la reactividad diferencial observada (consistente
con el llamado "Efecto Circe" descrito inicialmente por Jencks al analizar el
mecanismo catalitico de varias enzimas (303-305)). Por otra parte, como la
reactividad se correlaciona con la longitud de la cadena alifatica de los
hidroperoxidos, analizamos cémo este hecho estructural podria modificar la
interaccién del sustrato. Una comparacion del comportamiento de estos

hidroperdxidos se presenta en la Figura C9.
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Figura C9. Interaccion entre la MtAhpE y diferentes hidroperdxidos. (A) Distribuciones de la
distancias entre el Sp y el Oa para diferentes hidroperdxidos. EI ndmero normalizado de recuentos
obtenidos a partir de la dinamica de 100 nanosegundos se representa frente a la distancia Sp-Oa en A.
Los resultados para 15-HpETE, 4-HpNE, t-bOOH y H,0- se representan en lineas negras, rojas, azules y
verdes, respectivamente. (B) Se muestran los valores de energia libre de union obtenidos en el nivel
MM/GBSA en Kcal/mol (barras negras, eje izquierdo) y los valores de ASASA calculado en A? (barras
grises, eje derecho). Los valores promedio y la desviacién estdndar se calcularon a partir de un conjunto

de 200 estructuras.

La distribucién de la distancia Sp—Oa se representa en la Figura C9A.
Aunque todos los hidroperéxidos considerados muestran una probabilidad
méaxima de posicionamiento a aproximadamente 3 A, que es la distancia
reactiva para este par en el complejo de enzima-sustrato, tanto de 15-HpETE
como de 4-HpNE presentan distribuciones muy marcadas, con frecuencia casi
nula para cualquier distancia superior a 3.5 A, mientras que los hidroperéxidos
mas pequefios como el H,O, y el t-bOOH mostraron otras conformaciones
probables de complejos no reactivos. Esta tendencia se debe principalmente a
la interaccidon colectiva de la larga cola alifatica del 4-HpNE y del 15-HpETE
con el surco hidrofébico de MtAhpE, lo que permite que el grupo peréxido se
coloque firmemente en el activo sitio. Como para mostrar una cuantificacion
aun mas este fendbmeno, calculamos las energias libres de union con el
esquema MM/GBSA (286). Incluso si el valor en si mismo puede exhibir errores
sistematicos, tipicamente predicciones sobrestimadas, la comparacion de
valores para el mismo sistema con diferentes sustratos es significativa (306).
Los resultados muestran que las energias libres de unién son 5y 7 veces mas
grandes para 4-HpNE y 15-HpETE que para H,O,, respectivamente (Figura
C7B). Ademas, como se esperaba para este tipo de interacciones hidrofobicas
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colectivas, la energia libre de unién se correlaciona con el area de superficie

gue no es accesible al agua después de la unién (ASASA, Figura C9B).

La Cp de la MtAhpE se encuentra en el extremo N-terminal de la hélice-
dy, que coloca al atomo de azufre a aproximadamente 10 A de la interfaz entre
subunidades del dimero. Segun lo descrito por Li y colaboradores (261) esta
interfaz se caracteriza por una serie de interacciones hidrofébicas entre
residuos de ambas subunidades. Ademas, la region de la interfaz cercana Cp
presenta varios residuos no polares, dando lugar a la superficie del surco
hidrofébico antes mencionada. El analisis estructural y dinamico de la
interaccion de 4-HpNE y 15-HpETE con la proteina muestra como las cadenas
de carbono alifaticas se acomodan dentro del surco, interaccionando con
residuos no polares como la llel3, la Pro38 y la Leu39 de la subunidad que
contiene a la Cp y la Pro74, Pro75 y Phe94 de la segunda subunidad (Figura
C10). La proximidad entre esta region hidrofébica a la Cp permite que este tipo
de sustratos acomoden la mayor parte de sus cadenas alifaticas de carbono
sobre el surco, facilitando la interaccién directa del grupo peréxido con el tiolato

reactivo.

Figura C10. Representacién del complejo entre la MtAhpE y el 15-HpETE obtenido por
simulaciones de DM. En la parte superior se muestra la superficie molecular de la MtAhpE reducida
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coloreada segun el tipo de residuo (azul: basico, rojo: acido, verde: polar, blanco: no polar) y la Cp
(Cys45) se muestra en amarillo. Los atomos de carbono de 15-HpETE se muestran en celeste y los
oxigenos en rojo. En la parte inferior se muestran dos vistas detalladas de la interacciéon del sustrato
dentro del surco hidrofébico. Los residuos no polares importantes de la proteina en la interfaz del dimero
se muestran coloreados de acuerdo con su identidad. So6lo se muestra el &tomo de hidrégeno del grupo

hidroperéxido para mayor claridad de la figura.

En la estructura de miembros de las subfamilias PrxV y Tpx de la Prxs,
se han identificado una serie de residuos apolares que rodean a la Cp (que se
ha dado a llamar collar hidrofébico) al que se ha postulado como responsable
de la preferencia por hidroperoxidos organicos de estas enzimas (307), dado
que la reaccién con hidroperéxidos organicos modelo como t-bOOH o Cu-OOH
es 10'-10% veces més rapida que con H,0, (206, 308). Este no es el caso de la
MtAhpE, ya que la selectividad parece estar dirigida a AG-OOH y no a
perdxidos organicos modelo (ver Tabla C2), debido a la presencia del surco
hidrofébico, que involucra residuos apolares cercanos a la Cp y hasta 15 A de
distancia. Ademas la ubicacion del sustrato en una conformacion reactiva, es
decir la interaccion del AG-OOH con el surco hidrofobico afecta el
comportamiento dinAmico de la enzima. La Figura C1ll muestra la raiz
cuadrada de la fluctuacion cuadratica media (rmsf, root mean square
fluctuation) para la enzima libre y para los complejos, MtAhpE:H,O, y
MtAhpE:15-HpETE. Las fluctuaciones medias de los residuos en la enzima libre
y en MtAhpE:H,0, es muy similar, excepto por cambios sutiles que incluyen la
reduccion de la movilidad de algunos residuos alrededor de Cp (residuos 43-55
de la subunidad A). Sin embargo, cuando la union se da con el 15-HpETE, se
observan cambios significativos, no solo involucrando el entorno de Cp, que se
vuelve mucho mas inmovil pero también la disminucion de la flexibilidad de las
partes centrales de la enzima como el sistema central de hojas- antiparalelas,
en su mayoria la hoja-Bs (Figura C11 arriba, areas azules), lo que sugiere que

esta interaccion modifica significativamente aspectos dinamicos de la proteina.
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Figura C11. Andlisis de fluctuaciéon de la enzima al formar complejo con los diferentes sustratos.
En la parte inferior de muestra los valores rmsf en funcién del ndmero de residuos para ambas
subunidades del dimero MtAhpE libre (negro), el complejo MtAhpE:H20; (rojo) y el complejo MtAhpE:15-
HpETE (verde). En la parte de arriba se muestra la estructura del dimero. La diferencia entre los valores
de rmsf para el complejo MtAhpE:15-HpETE y MtAhpE libre (MtAhpE:15-HpETEmsi - MtAhpE libremmss) se

colorean en rojo (valores positivos) o azul (valores negativos).

Cabe destacar también son apreciables algunos cambios en la movilidad
de la subunidad B al unirse a 15-HpETE, que no es sorprendente ya que el
surco hidrofébico involucra residuos de ambas subunidades. El
comportamiento de fluctuacion de la subunidad B es mucho mas complejo, ya
gue no se observo una reduccién general de su movilidad después de la unién
del sustrato como la subunidad A, sino que algunos residuos ganan flexibilidad.
Este hecho esta relacionado con la asimetria entre las subunidades
frecuentemente presentes en este tipo de sistemas oligoméricos de

subunidades equivalentes (309-312).

Analisis del mecanismo de la oxidacion de la MtAhpE por el 15-
HpETE. Las simulaciones computacionales DM proporcionan detalles valiosos

con respecto a la interaccion entre la enzima y el sustrato, pero no una
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descripcion molecular de la quimica involucrada en la reaccion. Por los cual,
recurrimos a un método mas sofisticado de simulaciones como lo son las
simulaciones QM/MM. Especificamente, se estudié la base molecular de la
reaccion de oxidacion de la MtAhpE por el 15-HpETE por simulaciones
QM/MM, utilizando el esquema de muestreo Umbrella Sampling para
determinar el perfil de energia libre de la proceso (Figura C12) como se
describe en Materiales y Métodos.

10
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=30

) FERE IR M MU RN T R
40~2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
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Figura C12. Perfil de energia libre de la oxidacion de la MtAhpE por el 15-HpETE obtenido por
muestreo Umbrella Sampling QM/MM. Se presenta el subsistema QM; los atomos de hidrégeno en

naranja representan los link atoms. La coordenada de reaccidon se defini6 como la diferencia entre la

distancia Oa—-Og y la distancia Sp—Oa, y fue muestreada de -1.7 a 1.2 A.

Esta metodologia fue probada previamente por nuestros grupo en
colaboracion con el grupo dirigido por el Dr. Dario Estrin, en sistemas similares,
tanto la reaccidén en solucion como catalizada (262, 271). Vale la pena notar
gue la estimacién del error estadistico para las energias libres de activacion y
de reaccion (313) es de cerca de 1 Kcal/mol. Representaciones de los estados

reactivo, de transicion y de producto (rs, ts y ps, reactive state, transition state y

product state, respectivamente) se muestran en la Figura C13.
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Figura C13. Paneles superiores: Representaciones de los estados rs, ts y ps para la oxidacion de la
MtAhpE por el 15-HpETE, obtenido mediante muestreo Umbrella Sampling QM/MM. Ademas de la Cp
(Cys45) y el peroxido, se muestra todo el sitio activo y se representan los enlaces de hidrégeno
relevantes. Paneles inferiores: vistas ampliadas de los tres estados, donde se indican las distancias
relevantes (A).

La reaccion es exergonica, con un cambio de energia libre de reaccion
de (-35 £ 1) Kcal/mol, de acuerdo con lo informado anteriormente para las
reacciones catalizada y no catalizada para otros hidroperoxidos (262, 271). La
energia libre de activacion de (11 + 1) Kcal/mol, resulté 3 Kcal/mol mas bajo
que el obtenido con la misma metodologia para la reaccién con el H,O, (262),
consistente con el valor de AAG* determinado experimentalmente (ver Tabla
C3). Esto indica que no solo la formacion del complejo es importante para
explicar esta reactividad diferencial entre la enzima y el AG-OOH, sino que la
reaccion después de la formacién del complejo enzima-sustrato, también

presenta diferencias significativas en términos de barreras de energia libre.

El rs se caracteriza por la interaccion del grupo de hidroperéxido con los
residuos del sitio activo a través de enlaces de hidrogeno, principalmente con la
Thr42, la Cys45 y la Argll6, de acuerdo a lo reportado por estudios
cristalograficos para varios miembros de esta familia de proteinas (202, 272). A
medida que la reaccidon avanza, el enlace peréxido O-O se alarga con un

concomitante alineamiento continuo entre los atomos de Og, Oa Yy Sp, hasta
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alcanzar el ts, donde el angulo Og—Oa—Sp es practicamente de 180°, el enlace
Op-0a es 0.6 A mas largo, y la distancia Oa-Sp es 0.4 A mas corta. En el ts, la
compleja red de enlaces de hidrogeno es sutiimente redefinida. La principal
diferencia es el establecimiento de una fuerte interaccion entre la Thr42 y el Oa
por un enlace de hidrégeno (ver Figura C13). Como se discutié anteriormente,
las numerosas interacciones que estan presentes en el ts son capaces de
estabilizar este estado en comparaciéon con su homologo en solucién acuosa

siendo responsables de la catélisis (201, 272).

Adicionalmente, también observamos que el mecanismo de reaccion para
este AG-OOH es equivalente al reportado para el H,O, tanto en solucién como
por las Prxs (es decir la reaccion ocurre con la misma secuencia de ruptura y
formacion de enlaces covalentes) (262, 271) que implica una transferencia de
protones del Op al Og que ocurre después del ts. Como resultado, en el ps se
observa la Cys45 oxidada en la forma no protonada (Cp—SO’) y la forma
protonada del 15-HETE (Figura C13). El hecho de que el mecanismo general
de reduccién para este tipo de sustrato sea equivalente al descrito para H,O,
(262), estd de acuerdo con la idea de que la reactividad diferencial de la
enzima hacia diferentes hidroperoxidos es debida a la influencia de la parte "no
reactiva" del sustrato, que puede afectar las propiedades dindmicas de la

enzima (Figura C11).
C.IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Utilizando una combinacion de herramientas experimentales vy
computacionales se investigo las bases moleculares de la rapida reduccion de
AG-OOH por la MtAhpE. Una comparacion de los parametros termodindmicos
de activacion determinados experimentalmente utilizando diferentes sustratos
indic6 que el aumento de la entropia de activacidbn es un contribuyente
importante a la mayor reactividad con los AG-OOH en comparacion con el
H,O,. Ademas, los célculos QM/MM indicaron que el mecanismo general de la
reduccion de estos hidroperéxidos es similar al anteriormente reportado por
nosotros para el H,O,, si bien la energia libre de activacidon es menor para AG-
OOH. Por lo tanto, las razones principales de la especificidad de MtAhpE hacia

los AG-OOH, incluyen el posicionamiento correcto del sustrato cerca de la sitio
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activo de la enzima a través de interacciones hidrofébicas entre su cadena
lateral alifatica y el surco hidrofébico cercano al sitio activo, encontrandose

ademas diferencias en la dindmica del complejo enzima-sustrato.

La familia Prxs exhibe un comportamiento complejo en términos de
selectividad por los sustrato, con algunos miembros que son mas reactivos
hacia H,O,, peroxinitrito o hidroperoxidos organicos (190). Aunque se ha
avanzado mucho en la descripcion en la estructura y funcion de las Prxs, las
bases moleculares subyacentes a esta variabilidad, siguen sin estar claras.
Este estudio presenta nuevas perspectivas sobre la comprension de los
factores moleculares que determinan la selectividad por el sustrato oxidante de
las Prxs. Por otra parte, la pregunta puede extenderse a otras familias de
peroxidasas dependientes de tioles, es decir GPxs y Ohrs, que muestran
especificidades por sustrato oxidante cuyas bases moleculares no son claras
(190).

Alternativamente, seria interesante conocer si la especificidad por
sustrato oxidante mostrada por MtAhpE in vitro se correlaciona con su
funcionalidad en la micobacteria. Es decir, ¢,son las cepas de Mtb con menor
contenido en esta enzima selectivamente mas sensibles a la toxicidad por AG-

OOH en comparaciéon con H,0,?
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D. Cinética de la Formacion y la
Reactividad del Persulfuro de la MtAhpE

D.l. INTRODUCCION

El sulfuro de hidrégeno (H,S®) ha sido relacionado con el origen y la
evolucion de la vida en nuestro planeta y numerosos organismos pueden
producir o utilizar el H,S en diversos procesos metabdlicos. Histéricamente, se
consideré al H,S como una molécula toxica capaz de inhibir la cadena de
trasporte de electrones asociada a la respiracion celular. En la década de los
40s aparecieron las primeras evidencias de la formaciéon de H,S en mamiferos,
considerandose residual. Desde la década de los 90s hasta la actualidad ha ido
en aumento la evidencia de posibles efectos moduladores y sefalizadores de
esta molécula, involucrandola en mudltiples procesos fisiologicos como la

vasodilatacion, neuro-modulacién y inmuno-regulacion (314-316).

La formacion de H,S en mamiferos (Figura D1) se da a partir de la
homocisteina y la Cys por accion de enzimas dependientes de piridoxal fosfato
que participan en la transulfuracion, que es una via metabdlica alternativa de
sintesis de Cys a partir de la Met y la Ser pasando por homocisteina como
intermediario metabdlico (317). Estas enzimas son la cistationina B-sintasa
(CBS) y la cistationina y-liasa (CGL o también conocida como cistationasa,
CSE). Estas enzimas estan presentes principalmente en el citosol, aunque en
algunas situaciones se ha reportado su localizacidon en otros comportamientos
como nucleo o mitocondria (316). Alternativamente, la mercaptopiruvato
sulfurotransferasa (MST) también puede generar H,S, y se localiza
principalmente en la mitocondria pero también puede expresarse en el citosol
(316). Las células en los distintos tejidos usualmente expresan estas enzimas

diferencialmente. De hecho, la CSE y la CBS son las principales responsables

° El término "H,S" se usa en todo este texto para referirse a la mezcla de H>S (sulfano o sulfuro de
hidrégeno) y HS™ (sulfanuro o hidrégeno(sulfuro) (1-)) en rapido equilibrio (pKa1 = 6.98 0 6.76 a 25 °C 0 37
°C, (340), a menos que se especifique lo contrario.
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de la produccion de H,S en el sistema cardiovascular (315, 318) y el sistema

nervioso (314, 319), respectivamente.
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Figura D1. Formacion de H,S en mamiferos. Se muestran las reacciones catalizadas candnicamente
por la CBS y CSE (flechas continuas) y las reacciones no candénicas de estas enzimas utilizando cisteina
como sustrato (flechas punteadas). También, se muestra la reaccion catalizada por la MST, siendo el 3-
mercaptopiruvato producto de la reaccién de la cisteina aminotransferasa (CAT) que depende de piridoxal

fosfato. Este esquema fue modificado de (320)

En cuanto al sistema respiratorio, Madurga y colaboradores demostraron
la importancia de la produccion de H,S, por parte de la CBS y la CSE, en la
alveolarizacion y el desarrollo vascular pulmonar, asi como en su homeostasis
(321). Bazhanov y colaboradores resumen el importante rol que cumple el H,S
en el desarrollo de las vias respiratorias, la fisiopatologia de las enfermedades
respiratorias y en la defensa antiviral (322). Como el pulmén es el primer
organo blanco del Mtb y donde este patdgeno puede establecerse por décadas,
algunos autores plantean que el H,S generado por el hospedero podria tener
un rol en la fisiologia de este patdogeno (110). Esta teoria seria un aspecto a

estudiar, ya que no tiene sustento experimental pero la base de la hipotesis
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seria la evidencia de que la administracion de bajas concentraciones de H,S a
ratones puede inducir un estado de animacion suspendida reversible
disminuyendo la taza metabdlica (323, 324) y este estado podria ser analogo
con la fase de dormencia del Mtb (110). Este aporte del hospedero, no tendria
impedimentos desde el punto de vista fisicoquimico ya que como hablaremos
mas adelante, la quimica del H,S hace que este pueda difundir y atravesar

membranas lipidicas (325).

Por otra parte, el propio bacilo es capaz de generar H,S como
intermediario del metabolismo de compuestos azufrados que participan en
diferentes funciones fisiol6gicas. Entre estos metabolitos con atomos de azufre
en estado reducido podemos destacar a la Cys y la Met. La cisteina es
incorporada en biomoléculas como proteinas, coenzimas y MSH. Otro
metabolito importante de este grupo es la coenzima A, utlizada en el

metabolismo lipidico y sintesis de acidos micolicos (326).

Describiremos brevemente el metabolismo del azufre en el Mtb
destacando las vias de generacion de H,S. El bacilo puede obtener azufre a
partir de la asimilacién de sulfato (SO4%), que es un anién abundante el plasma
humano llegando a concentraciones entre 300 a 500 uM (327). Existen
transportadores de SO,* asociados a endosoma (327) que facilitarian el
acceso a este anion al fagosoma infectado. Una vez alli, el sulfato atraviesa la
membrana citoplasméatica del bacilo mediante de transporte activo utilizando el
complejo CysTWA Subl ABC. El gen que codifica este transportador es
esencial (328) y es robustamente regulado a la alta en condiciones de estrés
oxidativo (128), en la adaptacion a la fase de dormencia (329) y cuando el
patdgeno infecta macréfagos (330). En el citosol el sulfato se activa al
condesarse al ATP y formar adenosina 5 - fosfosulfato (APS), en una reaccion
catalizada por la ATP sulfurilasa (cysD) (331). La formacion de APS es un
proceso energéticamente desfavorable, por lo que esta acoplada a la hidrélisis
de GTP, catalizada por la GTPasa (cysN). Esta ultima forma un heterodimero
con cysD y el ATP, conocido como cysND (331). EI APS es una encrucijada
metabdlica en el Mtb (332), por ejemplo, cuando se necesita incorporar SO,* a
proteinas, lipidos y polisacaridos, el APS se fosforila por accién de una quinasa

(cysC) en el hidroxilo en posicion 3" dando 3"-fosfoadenosina-5"-fosfosulfato
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(PAPS) el donador universal de grupo sulfato para las sulfotransfersas (332).
La transferencia de grupos sulfato a grupos hidroxilo o amino de estas
biomoléculas juega un rol muy importante en la regulacién de la comunicacion

célula-célula y el metabolismo (333) (Figura D2 recuadro en punteado).

Alternativamente, la reductasa de APS (cysH) cataliza el primer paso
comprometido para la biosintesis de compuestos con azufre en estado
reducido (334). En esta reaccion el APS es reducido a sulfito (SO3%) dando
adenosina 5 -fosfato (AMP) (335, 336). El sistema Trx/TR/NADPH aporta el
poder reductor necesario para esta reducciéon por dos electrones. CysH es
expresada activamente durante la fase de dormencia y cuando el patdgeno se
encuentra en el macréfago (329, 330). Luego el SOs? es reducido por 6
electrones a H,S (Figura D2, lineas negras) en una reaccion catalizada por la
sulfito reductasa (sirA). Esta enzima contiene un centro 4Fe-4S y un grupo
sironemo (337). Los electrones vienen de la ferredoxina que se une
transitoriamente a la sirA y transfiere uno a uno los electrones al centro 4Fe-4S.
SirA es esencial (328) y su expresion es activa durante la fase de dormencia
(329, 330). El H,S es utilizado como fuente de azufre para la biosintesis de
novo de Cys, Met, coenzimas y MSH (338-340). La regulacién transcripcional
de varios genes involucrados en el metabolismo del azufre esta cargo del factor
SigH (124).
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Figura D2. Metabolismo del azufre en micobacterias. La via de sulfonilacion se encuentra en el
recuadro punteado. La via de asimilacion de sulfato, produccion de H;S por sirA y la formacion de
cisteina, metionina y MSH, se muestran con flechas negras. La via de transulfuracion reversa se muestra
como flechas azules. El paso de formacién H.S por la cisteina desulfhidrasa se marca por flechas verdes.
Figura modificada de (139).

El exhaustivo estudio del metabolismo del azufre con el objetivo del
desarrollo de nuevas drogas contra el Mtb demostro la importancia de esta via
para la sobrevivencia del patégeno. Aunque, una observacion interesante fue
realizada por Wheeler y colaboradores al mostrar que cepas con defectos en el
transporte y reduccién de SO,* podian ser rescatadas por el suplemento de
Met marcada describiendo una via de transulfuracion reversa en micobacterias,
utilizada para producir Cys a partir de Met (Figura D2, flechas azules) (341).
También, en este trabajo se describio la existencia de actividad enzimatica de
una cisteina desulfihidrasa que ellos sugieren es encargada de la eliminacion
del exceso de Cys (341), que seria toxico porque lleva a la produccion de H,0,
por autooxidacion (342). Mas tarde, Bzymek y colaboradores demostraron que

cepas de Mycobacterium smegmatis deficientes en enzimas involucradas en la
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sintesis de MSH, eran capaces de importar MSH proveniente del medio de
cultivo suplementado en MSH y cuando estas cepas cargadas eran transferidas
a un medio libre de MSH, este se catabolizaba a 1-O-(2-amino-2-deoxi-a-D-
glucopiranosil)-D-mio-inositol 'y acetil-cisteina que por accion de una
desacetilasa daba Cys (343). Esta podria ser convertida en piruvato y H,S por
la accion de la cisteina desulfihidrasa (Figura D2, flechas verdes). El piruvato

es utilizado posteriormente para la generacion de energia.

Observando la férmula quimica del H,S se podria realizar un paralelismo
con la molécula de agua (H20O). Primeramente, el atomo de azufre es mas
voluminoso y menos electronegativo que el atomo de oxigeno (344, 345),
implicando un momento dipolar menor que el del H,O por lo que no se forman
enlaces de hidrégeno por parte del H,S (345), lo cual explica que sea un gas a
temperatura ambiente y presion atmosférica. Aun asi, tiene una alta solubilidad
en agua (100 mM/atm a 25 °C (325)), siendo la solvatacion dominada por
fuerzas dispersivas (345). El H,S posee un alta solubilidad en membranas
lipidicas lo que resulta en una répida difusién a través de las membranas
celulares sin la asistencia de canales proteicos (325, 346, 347). En solucién
acuosa el H,S se comportara como un acido diprético débil con un pK,, = 6.98
0 6.76 a 25 °C 0 37 °C (348), respectivamente,

H,S ==== HS +H*

por lo que a pH 7.4 encontramos se encuentra mayoritariamente como HS'. La
segunda desprotonacion tiene un pK, muy alto que no tiene relevancia a nivel
bioldgico (316, 348). En cuanto a su reactividad, el H,S puede interaccionar
con centros metalicos, ya sea coordinando iones metalicos (preferentemente
como HS"), reduciendo el centro metalico y generando especies mas oxidadas
del sulfuro o modificando los grupos hemo de forma covalente (349). Ademas,
el H,S puede reaccionar con oxidantes, el potencial de reduccién por un
electron (E° (HS', H'/ H,S)) es +0.91 V (350) y el potencial de reduccién por
dos electrones (E°” (HSS", H'/ 2HS") es -0.27 V (351).

La reaccion de H,S con diferentes oxidantes por dos electrones,

peroxinitrito, H,O,, hipoclorito, taurina cloramina, da como producto el acido
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sulfénico correspondiente (HSOH) siendo un intermediario inestable (352). Al
realizar la comparacion de la reactividad con oxidantes por dos electrones a pH
7.4 del H,S y tioles de bajo peso molecular biolégicamente relevantes, como la
Cys y el GSH, se puede observar que el HS™ tiene una reactividad parecida y
en algunos casos menor (353). Cabe destacar que el valor de pKa; del H,S es
menor que el de la Cys y el GSH, 8.3 y 8.94, respectivamente (194), lo que se
traduce en una mayor disponibilidad de la forma desprotonada del H,S a pH
fisioloégico, aspecto que contribuye a la paridad en las reactividades con
respecto a los otros tioles. Sin embargo, la concentracion de tioles de bajo peso
molecular, como el GSH o MSH, en células es del orden de mM, mayor que la
concentracion de H,S por lo que se esperaria que la reaccién directa de
oxidantes por dos electrones con H,S pase a un segundo plano, poniendo en
tela de juicio su rol “antioxidante”. Finalmente, el H,S puede reaccionar con
especies oxidadas de tioles como acidos sulfénicos (R-SOH) y disulfuros
(RSSR) formando persulfuros (RSSH/RSS)?, como se muestra a continuacion,

RSSR™ + HS- RSS™ + R’'SH

R-SOH + HS- —>RSS™ + H,0

Los persulfuros son compuestos azufre sulfano, lo que significa que
tienen un atomo de azufre unido a dos sulfuros o a un sulfuro y un hidrégeno
ionizable. La formacion de estas especies en proteinas ha ganado notoriedad
ya que cada vez hay mas evidencia en la literatura de que esta modificacion
pos-traduccional participa en la sefalizacién y regulacién celular (316, 354).
Los persulfuros son considerados como intermediarios importantes en el
metabolismo del azufre en bacterias, donde se producen en ciclos cataliticos
enzimaticos (355, 356). Varias enzimas, algunas también presentes en los
mamiferos, producen o transfieren estos grupos funcionales; estas incluyen, la
CGL, la CBS (357), la MST (358), la sulfuro:quinona oxidorreductasa (359, 360)
y la tiosulfato sulfurotransferasas (361, 362). Se ha propuesto que la
persulfuracion en ciertas cisteinas podria desencadenar cambios en la

actividad de las proteinas efectoras, como la inhibicion de la papaina (una

¢ En este texto, "persulfuro” se usa para la mezcla de RSSH y RSS’ en rapido equilibrio al pH de la
solucién, a menos que se especifique lo contrario. RSSH, generalmente denominado hidropersulfuro o
hidrodisulfuro en la bibliografia, se denomina hidrurodisulfuro, disulfanilo o ditiohidroperéxido por IUPAC.
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proteasa dependiente de Cys) (363), PTEN (fosfatasa lipidica) (364) y
acuoporina-8 (canal de membrana) (365), entre otras. Alternativamente, se ha
reportado que la persulfuracion in vivo aumenta la polimerizacion de la actina
(366) y la actividad de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, aunque este
ultimo efecto esta aun en discusion (367). La persulfuracién de parkina (ligasa
de ubiquitina), aumenta su actividad (368) y esta modificacion se encuentra

disminuida en cerebros de individuos con enfermedad de Parkinson.

Quimicamente, los persulfuros tienen propiedades &cido-base, la forma
protonada (RSSH) puede ionizarse en agua a la forma anionica
correspondiente (RSS’) y se estima que la acidez de los persulfuros es mayor
que la de los tioles del cual derivan. Hasta ahora, solo hay un valor de pKa,
estimado para el persulfuro de bajo peso molecular, el 2-[(3-
aminopropil)amino]etano (pKa= 6.2) siendo mas bajo que el tiol anédlogo (pKa=
7.6) (369). Datos no publicados en colaboracion entre nuestro grupo, el dirigido
por la Dra. Beatriz Alvarez de Facultad de Ciencias (Universidad de la
Republica, Uruguay) y por el Dr. Dario Estrin de la Universidad de Buenos
Aires indican que el pK, del persulfuro del GSH es de 5.5 (Benchoam vy
colaboradores, manuscrito en preparacion). En cuanto a su reactividad, existe
una dualidad funcional ya que pueden actuar como nucledfilos y electrofilos. La
forma RSS™ puede actuar como un nucledfilo, considerandose que tienen una

mayor nucleofilicidad que el tiol analogo (363, 370),
RSS" + Ef —> RSSE

La posible explicacion a este comportamiento radica en el efecto alfa que
atribuye el aumento de reactividad en un atomo debido a la presencia de un par
de electrones desapareados en el atomo adyacente (275, 371). Este efecto
sumado a la mayor disponibilidad de RSS™ vs RSSH a pH fisiolégico debido a
su mayor acidez, hace que se considere a los persulfuros mejores nucleofilos

gue los tioles analogos (372).

A su vez, la forma RSSH se comporta como un electrofilo débil. Este
puede reaccionar con nucleofilos dando como producto tioles cuando se ataca

el azufre externo del persulfuro o H,S cuando el ataque es el azufre interno,
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RSSH + N —> RS + NuSH

RSSH + Nuu —> RSNu + HS”

La dependencia sobre cual tiol sufrird el ataque esta determinada por
efectos estéricos (373, 374) y la acidez del grupo saliente, siendo los mejores
grupos salientes aquellos que tienen menor pK,. En el caso de que el nucledfilo
sea un tiol y el ataque sea en el &tomo de azufre externo estariamos frente a
una reaccion de transpersulfuracién, dando como producto un tiol y el azufre
sulfano transferido resulta en un nuevo persulfuro en el tiol atacante. La
reduccion de persulfuros proteicos por tioles puede constituir un mecanismo
para prevenir la modificacion irreversible de cisteinas en condiciones de estrés
oxidativo (375-377). Incluso, se ha sugerido que los sistema Grxs y Trx tienen
roles como despersulfurasas, en el caso de la Trx hay una transferencia del
azufre sulfano a su tiol nucleofilico formando el persulfuro de Trx y regenerando
el tiol original. Posteriormente, se generaria la Trx oxidada y H,S (378-380).
Alternativamente, cuando un tiol ataca el atomo de azufre interno del

persulfuro, se libera H,S y se forma un disulfuro mixto (381-383).

En este objetivo de la Tesis abordamos la formacién y la reactividad de un
persulfuro proteico, utilizando la MtAhpE como modelo. ElI hecho de que la
enzima se purifigue en cantidades importantes, haya sido estudiada en
profundidad en nuestro laboratorio (142, 213, 247, 262, 263) y que el &cido
sulfénico en la Cp de la MtAhpE (MtAhpE-SOH) sea relativamente estable (247,
261), facilitd el uso de esta Prx como modelo de persulfuro proteico. En
concreto, nos enfocamos en la caracterizacion cinética de la reaccion entre
MtAhpE-SOH y H,S para formar un persulfuro. Evaluamos la posibilidad de que
el H,S pueda actuar como un sustrato reductor de la MtAhpE y la contribucién
relativa de este posible rol fisiolégico como reductor con respecto al sistema de
reduccion fisiolégico de la MtAhpE, MSH/MtMrx-1 previamente descrito en
nuestro grupo (142). Comparamos la reactividad del tiol y del persulfuro en la
Cp de la MtAhpE, evaluando la cinética con sustratos especificos y reactivos
inespecificos de Prxs. Ademas, se explord la posibilidad de la participacion de
las Prxs en las reacciones de transpersulfuracion. Estos estudios formaron

parte del proyecto de iniciacion a la investigacion financiado por CSIC, del que
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fui, conjuntamente con el Dr. Ernesto Cuevasanta (Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Uruguay), investigador responsable. Los
resultados fueron publicados en una revista “The Journal of Biological
Chemistry” (221), en la que el Dr. Cuevasanta y yo Somos primeros autores y

compartimos la autoria de correspondencia.
D.Il. MATERIALES Y METODOS

Quimicos. El sulfuro de sodio (Na,S.9H,0) fue comprado a J.T. Baker o a
Carlo Erba. El H,O, fue obtenido de Mallinckrodt Chemicals. El DTNB, DTT,
iodoacetamida, DTPA, butil hidroxitolueno (BHT) y sulfato de amonio ferroso
(Fe(NH,4)2(S04),) fueron comprados a Sigma—Aldrich. La sal tetrasddica de
3,3’-Bis[N,N-bis(carboximetil)-aminometil] orto-cresol sulfonftaleina (naranja de
xilenol) fue obtenida de AppliChem. La 4,4’-ditiodipiridina (DTDPYy) fue obtenida
de Acros Organics. La sonda de azufre sulfano 4 (SSP4, sulfane sulfur probe 4)

y el Na,S, fueron obtenidos de Dojindo Molecular Technologies.

Preparaciéon de reactivos. Las soluciones de H,S fueron preparadas por
pesada al disolver Na,S.9H,O en agua ultrapura con DTPA (0.1 mM)
previamente degaseada por burbujeo con Argon en viales sellados en la
oscuridad, y fueron usadas inmediatamente. Las soluciones de H,O, fueron
preparadas por dilucion de una solucién stock en agua ultra pura. El
peroxinitrito fue sintetizado a partir de H,O, y acido nitroso como se describid
anteriormente en (55, 58) y se traté con didxido de manganeso (MnO,) granular
para eliminar el H,O, remante (384). La contaminacion con nitrito fue
tipicamente <30% de la concentracion de peroxinitrito. Las soluciones del acido
5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) fueron preparadas como se describid previamente
en (385). Las soluciones stock de DTDPy fueron preparadas por pesada en
etanol 95%. La solucién stock de SSP4 fue preparada en DMSO.

Expresion y purificacion de la proteina. Fue realizada como se describié

en el capitulo anterior.

Determinacion de la concentracion de peréxidos. La concentracion de la

solucion stock de H,0O, fue determinada espectrofotométricamente a 240 nm
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(€240 = 39.4 M'cm™, (386)). La concentracién de peroxinitrito fue determinada a

pH alcalino espectrofotométricamente a 302 nm (1,705 M~*cm™ (387)).

Reduccion de tioles proteicos y cuantificacion. La MtAhpE fue reducida
mediante la preincubacién con DTT (2 mM) durante 30 minutos a 4 °C
inmediatamente antes de usar en los ensayos. El exceso del agente reductor
fue removido por gel filtracion usando una columna de desalado HiTrap
(Amersham Bioscience) equilibrada con el amortiguador en el cual se iba a
hacer el experimento. La elucién de la MtAhpE reducida se realiz6 siguiendo la
absorbancia a 280 nm de la proteina. La medida del contenido de tiol de la
proteina se llevé a cabo utilizando DTNB midiendo absorbancia a 412 nm (€412
= 14,150 M*cm™, (281)) o DTDPy midiendo absorbancia a 324 nm (€34 =
21,400 M*em™, (388)). Como se esperaba para la enzima reducida (MtAhpE-
SH), se midié una concentracion que se corresponde con un tiol por subunidad

proteica.

Preparacién de los derivados de la MtAhpE. La forma de la MtAhpE
oxidada a acido sulfénico (MtAhpE-SOH) fue obtenida por el tratamiento de la
enzima reducida con una concentracion equimolar de H,O, en amortiguador
fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Los tiempos de
incubacion requeridos para que la reaccion se completara en las condiciones
experimentales empleadas se determinaron mediante simulaciones cinéticas
utiizando Gepasi (389) a partir de la constante de oxidacion reportada
previamente (247). El derivado del persulfuro de la MtAhpE (MtAhpE-SSH) se
prepar6 adicionando H,O, a MtAhpE-SH en presencia de Na,S, en condiciones
equimolares (1 H,O,: 1 MtAhpE-SH: 1 Na,S). Dado que el H,O, reacciona
varios ordenes de magnitud mas rapido con MtAhpE-SH que con H,S (8.2 x
10%, (247) vs 0.35 M*s™, (390) a pH 7.4 y 25 °C, respectivamente), se forma
MtAhpE-SOH, que a su vez reacciona con H,S para formar MtAhpE-SSH.

Deteccién de MtAhpE-SSH por espectrometria de masas ESI-Q. La
deteccion del persulfuro se llevé a cabo en mezclas de MtAhpE-SH (10 pM) y
Na,S (10 uM) tratadas con H,O, (10 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100
mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. En diferentes tiempos de incubacion,

se afadio iodoacetamida (40 mM) y se incubd durante 30 minutos a 25 °C. El
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exceso de agente alquilante se eliminGé por gel filtracion utilizando mini
columnas de filtracion en gel, PD SpinTrap G-25 (GE), equilibradas en
amortiguador bicarbonato de amonio (20 mM) a pH 7.4 y 25 °C. Después de
esta etapa de gel filtracion, algunas muestras se trataron adicionalmente con
DTT (2 mM) (capaz de reducir disulfuros formados como productos de
alquilacién de persulfuros pero no a los productos de alquilacion de tioles)
antes del analisis. Todas las muestras se cargaron en una columna C4
(GraceVydac 214MS5115) para la separacion por HPLC. La fase movil
consistié en 0.1% de &cido formico en agua ultrapura (solvente A) y 0.1% de
acido formico en CH3CN (solvente B) y la elucion de la proteina se realizé con
un gradiente lineal de 10 min de solvente B (5-50%) seguido de 10 min
adicionales a 50% de disolvente B a 100 pL/min. Se emple6 un espectrémetro
de masas ESI-triple cuadruplo (QTrap4500, ABSciex) para la deteccion. El
espectrometro se ajusté en modo positivo Q1 en el rango de 500-2000 m/z con
una velocidad de escaneo de 200 Da/s y la resolucion Q1 en UNIDAD. Los
pardmetros utilizados fueron: 1S: 5000; TEM: 300; DP: 120; EP: 10; CUR: 20;
GS1: 30; GS2: 20. La adquisicion de datos se realizé utilizando el software
Analyst 1.6.2 (ABSciex) y PeakView 2.2 para el analisis de datos y la
desconvolucion de todos los espectros. Las determinaciones de espectrometria
de masa se llevaron a cabo en colaboracion con el Msc. Mauricio
Mastrogiovanni del Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina y

CEINBIO, Universidad de la Republica, Uruguay.

Cinética de la reaccién entre el H,S con MtAhpE-SOH. La cinética de
esta reaccion fue determinada por 2 ensayos de competencia utilizando un
espectrofotometro/fluorimetro de flujo detenido SX20 Applied Photophysics con
detectores de absorbancia o fluorescencia. En el primer ensayo se evalué la
competencia entre el sulfuro de hidrégeno y el “tiol amarillo” TNB por el

MtAhpE-SOH, como se ejemplifica en el siguiente esquema de reacciones,

TNB MtAhpE-S-TNB + H,O

king,

MtAhpE-SOH
k2

H,S MtAhPE-SSH + H,0
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El MtAhpE-SOH (1.4 pM) fue mezclado con soluciones de Na,S (0-50 uM) y
TNB (30 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM),
pH 7.4 y 25 °C, y se siguié la absorbancia a 412 nm (€41 = 14,150 M cm™
(281)). Los registros de absorbancia mostraron cursos temporales bifasicos,
una primera fase de caida de absorbancia sigui6 a otra mas lenta de
recuperacion de la misma. Ajustando estos cambios de absorbancia, en
ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de Na,S, a
decaimientos exponenciales mas recta se obtuvieron Is kops. Para determinar la
constante de segundo orden (k) de la reaccion entre el MtAhpE-SOH y el H,S,
se grafico la kops VS la concentracion de este ultimo, utilizada en las mezclas y
de la pendiente de este grafico obtenida por un ajuste lineal se determiné el
valor de la ko.

En el segundo ensayo se analizé la competencia entre el H,S y el H,O, por
el MtAhpE-SOH siguiendo la intensidad de fluorescencia (Aexc 295 nm, emision

de fluorescencia total), como se ejemplifica en el siguiente esquema de

reacciones,
H,0, MtAhPE-SO,H + H,0
k20
MtAhpE-SOH
k2
H2S MtAhPE-SSH + H,0

En trabajos previos, demostramos que durante la oxidacion de MtAhpE-SH a
MtAhpE-SOH ocurre una disminucién de la fluorescencia intrinseca de la
proteina, mientras que durante la sobreoxidacibn a MtAhpE-SO,H dicha
fluorescencia vuelve a aumentar (247). Se mezcld6 MtAhpE-SH (1 pM) en
ausencia o presencia de Na,S (1 pM) con H,0O, (10, 100, 250 pM) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4y 25 °C. El
curso temporal del cambio de fluorescencia fue ajustado a un modelo de
reacciones usando el programa de simulacién computacional DynaFit (391)
considerando las concentraciones iniciales de los reactivos y la constante de
velocidad de oxidacion de la MtAhpE-SH previamente reportada (247). La
constante de sobreoxidacion y de la reaccion entre el H,S frente con al

MtAhpE-SOH fueron obtenidas como resultado de la simulacién.

87



Reactividad de MtAhpE-SSH hacia DTDPy. Se utiliza este disulfuro
sintético porque tiene una alta reactividad intrinseca, ya que la reaccion se
puede seguir por absorbancia la aparicion del producto de la reaccién (4-
tiopiridona) y se puede usar en condiciones de pseudo primer orden, de modo
que la concentracion de persulfuro no necesita ser conocida exactamente y
porque antes se utilizé para estudiar la reactividad del persulfuro de la HSA
(HSA-SSH) (372). Ademas, constituye un "sustrato” inespecifico para MtAhpE,
que permitiria evaluar la reactividad del tiol y del persulfuro en ausencia de
aspectos de especificidad. Se prepar6 MtAhpE-SOH (1.3 uM) como se describe
anteriormente en una jeringa del espectrofotometro de flujo detenido. Luego, se
agrego Na,S (1.3 uM) para iniciar la formacién de MtAhpE-SSH. Esta solucién
se mezclo a diferentes tiempos de envejecimiento con DTDPy (100-700 uM) y
se registro la absorbancia a 324 nm (g324 = 21,400 M™*cm™ (388)). Los datos se
ajustaron a funciones exponenciales dobles para obtener los valores de Kgps Y
las amplitudes de las fases. La constante de velocidad de la reaccion de
MtAhpE-SSH con DTDPYy se calcul6 a partir de la pendiente de la gréfica de las
Kobs para la fase rapida vs la concentracion de DTDPy obtenida para mezclas
de MtAhpE-SH, H,0O, y Na,S envejecido durante al menos 900 s. Este tiempo
fue suficiente para que se completara la reaccion de persulfuracion de la
enzima en las condiciones experimentales ensayadas, de acuerdo a la
constante obtenida por nosotros por los métodos de competencia descritos

mas arriba.

Reactividad de MtAhpE-SSH frente a peroxinitrito y H,O,. Se siguio
el decaimiento de peroxinitrito (12 uM) espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 310 nm en ausencia o en presencia de MtAhpE-SH, MtAhpE-
SOH o MtAhpE-SSH (14.6 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con
DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C, usando un espectrofotometro de flujo
detenido. A su vez se siguid la reduccion de H,O, por las diferentes formas de
la MtAhpE utilizando el método de FOX (213, 392). Brevemente, se mezclé
MtAhpE-SH, MtAhpE-SOH o MtAhpE-SSH (45 pM, en cada condicion) con
H,O, (100 uM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) pH 7.4 y 25 °C. Se
tomaron alicuotas (100 L) a diferentes tiempos y se las incubo con el reactivo

de FOX (900 pL) durante 30 minutos a temperatura ambiente para luego medir

88



absorbancia a 560 nm. El €560 para el H,O, se determin¢ a través de una curva
de calibracion utilizando concentraciones conocidas de H,O, dando un valor de

51,520 M~*cm™ (Figura D3) que es cercano al previamente reportado en (213).
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Figura D3. Cuantificacién de H,O, por método de FOX. Se representa la curva de calibracion donde se
representa la absorbancia del complejo que forma el naranja de xilenol con el Fe®* en funcion de
concentraciones conocida de H,O, preparadas de un stock previamente cuantificado. De la pendiente del

grafico se obtiene el ese0 para el Hz0-.

Las constantes de velocidad de segundo orden de la reduccion de estos
oxidantes por las diferentes formas de la MtAhpE se estimaron a partir de las

velocidades iniciales de la reacciones (393).

Consumo catalitico de H,O, y H,S por MtAhpE. Se mezclaron en
viales sellados H,O, (125 puM) y Na,S (250 uM) en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de MtAhpE-SH (5-29 uM) en amortiguador fosfato
de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4y 25 °C. Se extrajeron muestras
con jeringas herméticas y el H,S remanente se determino mediante el método
del azul de metileno (394). Alternativamente, las mismas concentraciones de
H,O, y Na,S utilizadas en el experimento anterior se mezclaron en ausencia o
presencia de MtAhpE-SH (2.9 uM) en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH
7.4y 25 °C y se determiné el H,O, remanente por el método de FOX como se

describe arriba.
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Dinamica molecular de MtAhpE-SH y MtAhpE-SSH. La DM del dimero
MtAhpE se realizé a partir de las estructuras del tiolato de MtAhpE-SH
(MtAhpE-S") y del persulfuro (MtAhpE-SS"). Se utiliz6 como estructura inicial, la
estructura cristalogréfica recientemente revisada de MtAhpE (PDB;p= 4XO0X,
(264)) para la MtAhpE-S'". Esta estructura fue depositada por el grupo del Dr.
Joris Messens, la cual se determind realizando un andlisis de los datos de la
estructura cristalografica de la MtAhpE depositada por Li (PDBp= 1XXU, (261))
utilizando un software mas moderno (395). La justificacion de este grupo para
realizar el nuevo refinamiento de la estructura era que durante simulaciones de
DM de 30 nanosegundos de duracién ocurria una desestabilizacion del sitio
activo de la enzima (264). En nuestros experimentos de DM con la estructura
1IXXU de 100 nanosegundos de duracion, nunca observamos una
desestabilizacion del sitio activo. Si bien nuestra posicion es contradictoria a lo
visto por este grupo, reconocemos que el nuevo refinamiento de la estructura
de la MtAhpE es adecuado, como el ejemplo que se puede ver en la Figura D4

donde se reasigna la posicion de la GIn46.

Figura D4. Sitio activo de la MtAhpE con Cys45 en estado reducido. Izquierda: representacién de la
hélice-az en la estructura 1XXU (261). Derecha: la estructura 4X0X, (264), la cadena lateral GIn46
invertida optimiza la red local de enlace de hidrégeno con Asp50, Trp80 y Ser84. Figura tomada de (395)

El modelo inicial de persulfuro se gener6 mediante una modificacion de
la estructura de la MtAhpE oxidada (PDB;p= 4X1U) (264) en la que el acido
sulfénico se transformd in silico a la forma MtAhpE-SS'. Los parametros
clasicos para simular el persulfuro de la Cp se desarrollaron utilizando
protocolos estandar (396). Se ejecutd el mismo protocolo de DM para ambos
modelos iniciales que hemos realizado anteriormente para esta y otras enzimas

relacionadas (262, 263, 397). Brevemente, el sistema se solvaté con una caja
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octaédrica de 12 A de radio con moléculas de agua TIP3P (283). Con la
excepcion del persulfuro de Cp en el modelo MtAhpE-SS’, los parametros de
residuos aminoacidicos corresponden al campo de fuerza Ambar parm14SB
(398). Todas las simulaciones se realizaron en condiciones periodicas de
frontera con un valor de corte de 10 A y el método de sumas de Ewald (PME)
para el tratamiento de las interacciones electrostaticas. Las longitudes de
enlace de hidrogeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio utilizando el
algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presion se mantuvieron
constantes con un termostato y bardstato de Langevin, respectivamente, tal
como se aplica en el programa AMBER14. El sistema fue optimizado en 1000
pasos (10 en gradiente en pasos y el resto con gradiente conjugado).
Entonces, fue lentamente calentado de 0 a 300 K durante 20 picosegundos a
presion constante, con el termostato de Berendsen, y la presion se equilibré a 1
bar por 5 picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizd una
simulacion de DM larga de 10 nanosegundos a temperatura constante (300 K)
y volumen constante. También se llevaron a cabo simulaciones de DM sin
restricciones de 700 nanosegundos en el ensemble NTP. Todas las
visualizaciones de las dindmicas y las representaciones de las moléculas
fueron realizado con VMD 1.9.1 (291). Estos estudios fueron llevados a cabo

en colaboracién con el Dr. Ari Zeida.

Transferencia del azufre sulfano del MtAhpE-SSH al tiol de SSP4. El
MtAhpE-SOH se preparé mediante la incubacion de MtAhpE-SH (4 uM) con
H.O, (4 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM),
pH 7.4 y 25 °C durante 2 min. EI MtAhpE-SSH se formd mediante la adicion de
Na,S (4 uM) a las preparaciones de acido sulfénico. Luego de un tiempo de
incubacion de 15 minutos, las muestras se diluyeron dos veces y se afiadio
SSP4 (20 uM) (DMSO al 4% después de la dilucion). La transferencia del
azufre sulfano a un tiol de la sonda conduce a la formacion de un persulfuro,
gue se somete a una ciclacion espontanea para liberar un fluoréforo (399, 400).
La emision de fluorescencia a 515 nm (Aex = 482 nm) se registro en un lector de
placas Varioskan Flash (Thermo). Las curvas de calibracion se realizaron con
Na,S, asumiendo la equimolaridad entre azufre sulfano y Na,S, en soluciones

de referencia. El rendimiento de la transferencia del azufre sulfano a la sonda
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se estim6 en funcién de la amplitud del ajuste del aumento de fluorescencia a

una funcién exponencial.
D.lll. RESULTADOS

Deteccién del persulfuro de la MtAhpE. La formacién del MtAhpE-SSH a
partir de la reaccion entre H,S y MtAhpE-SOH se reveldé mediante la deteccion
del producto de la reaccion alquilado por iodoacetamida y su posterior
reduccion a MtAhpE-SH por DTT (Figura D5A). Se detectd una especie con un
peso molecular (PM) de 19,408 Da, consistente con el derivado S-
carbamidometilo del persulfuro de la Cp (MtAhpE-SS-CAM), cuando se
mezclaron concentraciones equimolares de MtAhpE-SH (19,319 Da), H,S y
H,O, en diferentes tiempos de incubacion. La especie ya estaba presente luego
de 30 segundos después del agregado del alquilante a la mezcla y los
rendimientos maximos se obtuvieron después de 2 a 5 minutos (Figura D5B).
El MtAhpE-SSH fue relativamente estable, ya que aun podia detectarse
después de tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos antes del agregado del
alquilante (Figura D5D), aunque la sefal del derivado MtAhpE-SS-CAM
disminuyd, mientras que la correspondiente a MtAhpE reducida alquilada
(MtAhpE-S-CAM, 19,376 Da) aumentd en comparaciéon a los tiempos de
incubacion mas cortos. No se detectaron derivados de polisulfuro de la MtAhpE
modificados (es decir, MtAhpE-SS,S-CAM, con n = 1) en estas condiciones
experimentales. EI MtAhpE-SS-CAM, un disulfuro asimétrico, se redujo
mediante tratamiento con DTT para formar el tiol original (19,319 Da) (Figura
D5C, D, E). Dado que el DTT es agregado luego de la remocion del exceso de
alquilante por gel filtracién, no se detectd enzima reducida alquilada en estas
condiciones. Ademas, se detectd un pico correspondiente a 19,352 Da en
todas las muestras, y fue particularmente evidente en aquellas en las que
MtAhpE-SH se incubd con H,S y H,0,. Dado que esta especie se mantuvo
después de la adicién de la DTT, lo mas probable es que refleje la presencia de
la proteina sobreoxidada del acido sulfinico (MtAhpE-SO,H) y no una forma
persulfuro sin alquilar (MtAhpE-SSH), ya que ambas especies coinciden en el
PM.
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Figura D5. Deteccion de persulfuro en MtAhpE. (A) Esquema de la formacién del persulfuro y la
derivatizacion con iodoacetamida. Las especies estan representadas en su estado protonado por
simplicidad. (B) Deconvolucién de los espectros de masas de las mezclas de reaccion de MtAhpE-SH (10
uM), H202 (10 uM) y NazS (10 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH
7.4, 25 °C. Después de los tiempos de incubacién indicados (30s, 1, 2, 5 min), las muestras se trataron
con iodoacetamida (40 mM) durante 30 min y el exceso de fue descartado por gel filtracion. (C)
Deconvolucion de los espectros de masas de la MtAhpE-SH solo (negro) o incubados con H20, y NaS
durante 5 min y tratados con iodoacetamida y gel filtrado como en (A), antes (rojo) o después del
tratamiento con DTT (2 mM) (azul). (D) y (E). Deconvolucion de los espectros de masas de la MtAhpE-SH
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incubado con H0z y NayS durante 15 min (D) y 30 min (E) tratados con iodoacetamida y gel filtrado como

en (A), antes (negro) o después del tratamiento con DTT (2 mM) (rojo).

Cinética de la reaccion del H,S con el acido sulfénico de MtAhpE.
Para evaluar la cinética de la reaccion de la formacion del persulfuro, se
llevaron a cabo dos ensayos de competencia. En el primero H,S y TNB
compiten por el MtAhpE-SOH, como se representa en Materiales y Métodos. La
incubacion de MtAhpE-SOH con el TNB en condiciones de pseudo-primer
orden en ausencia de H,S (Figura D6A, trazo azul) reprodujo observaciones
previas y confirmo la constante de velocidad de segundo orden de la reaccion
directa entre MtAhpE-SOH y TNB, (2.2 + 0.3) x 10° M's™ (247). La reaccién da
como producto un disulfuro mixto (MtAhpE-S-TNB) que reacciond lentamente
con una segunda molécula de TNB regenerando la enzima reducida, como se
reporté anteriormente (247). Cuando el MtAhpE-SOH se mezclé con TNB en
presencia de H,S, las constantes de velocidad observadas de la
descomposicion de TNB (kops) aumentaron linealmente con la concentracion de
H.S mientras que las amplitudes disminuyeron (Figura D6A y D6B), como se
espera para la cinética de la competencia. Se obtuvo una constante de
velocidad de segundo orden de (1.4 + 0.2) x 10°* Ms™ para la reaccién de H,S
con MtAhpE-SOH (pH 7.4, 25 °C). El MtAhpE-S-TNB reaccion6 con el H,S en
exceso y produjo TNB, lo que explica los aumentos lineales en la absorbancia
después de los decaimientos exponenciales de TNB en la Figura D6A.
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Figura D6. Ensayo de competencia de H,S y TNB hacia MtAhpE-SOH. (A) Cursos temporales de la
disminucion de la absorbancia del TNB (30 uM) cuando se mezclan con MtAhpE-SOH (1.4 pM, trazo azul)

y concentraciones crecientes de Na,S (30 UM trazo rojo, 38 UM trazo bordo, 42 uM trazo verde) en
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amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C. (B) kobs Obtenidas del ajuste
a un decaimiento exponencial de la fase de caida de la absorbancia en funcién de la concentracion de
Na,S.

Un segundo enfoque para determinar la cinética de la reaccion de H,S
con MtAhpE-SOH consistié en un ensayo de competencia con la reaccién de
sobreoxidacion a MtAhpE-SO,H cuando la enzima es expuesta a un exceso de
H,O,. La sobreoxidacién provoca cambios en la emision de fluorescencia
intrinseca en la enzima (213, 247). La rapida oxidacion de MtAhpE-SH produjo
un rapido descenso de la fluorescencia debido a la formacion de MtAhpE-SOH,
gue es consistente con la constante de velocidad anteriormente reportada de
8.2 x 10* M's™ a pH 7.4 y 25 °C (247). Una segunda fase de la reaccion
mostré una recuperacion lenta de la emisiéon debido a la sobreoxidacion a
MtAhpE-SO,H por el H,O, remanente (247). La presencia de H,S produjo
cambios en la amplitud y en las constantes de velocidad observadas en esta
segunda fase (Figura D7). El ajuste global de los cambios de fluorescencia de
acuerdo con un modelo de competencia simple, como se describe en
Materiales y Métodos, indica una constante de velocidad de (1.0 + 0.4) x 10° M’
st para la reaccion de H,S con MtAhpE-SOH, que es similar al valor
determinado utilizando la competencia con TNB. Ademas, la constante de
velocidad de sobreoxidacion producida por el ajuste global fue de 60 M*s™, que

si bien es algo mayor, es cercano al valor reportado anteriormente (247).
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Figura D7. Ensayo de competencia de H>S y H,O, por el MtAhpE-SOH. Cursos temporales de los
cambios de fluorescencia intrinseca de la MtAhpE-SH (1 pM) cuando se mezclan con H2O; (100 uM) en

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C (rojo). El trazo azul muestra
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el efecto del agregado de NazS (1 pM) en la mezcla de reaccion. Los datos obtenidos de los cursos
temporales fueron ajustados al modelo de reacciones descriptos en Materiales y Métodos para determinar

la constante de velocidad (trazos en gris).

Reactividad del persulfuro MtAhpE con un reactivo no especifico,
DTDPYy. La estabilidad relativa del derivado de persulfuro de esta Prx facilito el
estudio de su reactividad. Se evaluo la cinética de la reaccion del persulfuro
hacia el disulfuro electrofilo, DTDPy. Una mezcla de MtAhpE-SOH y H,S se
envejecio durante periodos de tiempo crecientes y se mezcld con DTDPy en
condiciones de pseudo-primer orden (Figura D8). Se sigui6é la absorbancia a
324 nm de la 4-tiopiridona liberada por reaccién de DTDPy con H,S y MtAhpE-
SSH y la cinética mostré un perfil bifasico. La fase répida, atribuible a la
reaccion de MtAhpE-SSH con DTDPy, aumentdé su amplitud durante los
primeros 5 minutos mientras se producia lentamente MtAhpE-SSH, como se
esperaba de las concentraciones de MtAhpE-SOH y H,S, y la constante de
velocidad de (1.4 + 0.2) x 10°® M’s™ reportada en este trabajo. Después de
aproximadamente 400 s, la amplitud de la fase rapida se hizo constante, lo que
demuestra que todo el persulfuro se form6 y se mantuvo estable durante al
menos 30 minutos en estas condiciones experimentales (Figura D8B). A partir
de la amplitud de la fase répida, la cantidad de MtAhpE-SSH formada se
calculé como 1.1 pM, representando el 81% del total de MtAhpE. La fase lenta
qgue disminuyd en amplitud con el tiempo, se atribuy6 a la reaccién de H,S con
DTDPy, y tuvo una constante de velocidad de 545 + 1 M™*s™ a pH 7.4 y 25 °C.
Dado que a aproximadamente 900 s, la formacion de MtAhpE-SSH habia
alcanzado una meseta mientras se habia agotado el H,S, se realizaron
experimentos con concentraciones variables de DTDPy después de este
periodo de envejecimiento. Las kqps para la fase rapida aumentaron linealmente
con la concentracion de DTDPy (Figura D8C). A partir de la pendiente, se
calculo la constante de velocidad de segundo orden para la reaccion de
MtAhpE-SSH con DTDPy como (1.8 + 0.1) x 10° Ms™ a pH 7.4 y 25 °C. En
comparacion, la constante de velocidad para la reaccion de MtAhpE-SH con

DTDPy fue de 42 + 8 M's™* en las mismas condiciones (Figura D8C).
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Figura D8. Reactividad del MtAhpE-SSH hacia el electrofilo, DTDPy. (A) El persulfuro se prepard
mediante la incubacién de MtAhpE-SH (1.30 uM) con H20; (1.29 uM) en amortiguador fosfato de sodio
(100 mM) més DTPA (0.1 mM) (pH 7.4, 25 °C) durante 3 min. Luego, se agregd Na,S (1.29 uM) y se
mezcl6é con DTDPy (123 pM) cada 1.5 min en un espectrofotémetro de flujo detenido. (B) Se muestra la
amplitud de los experimentos realizados en A pero con concentraciones crecientes de DTDPy. Las
variaciones en la amplitud de la fase rapida revelan el tiempo para la formacion de MtAhpE-SSH. (C)
Después de envejecer mezclas de MtAhpE-SH, H,O; y Na,S durante aproximadamente 900 s, las
muestras se mezclaron con concentraciones variables de DTDPy y se determinaron las kops €n la fase
rapida. A partir de la correlacion lineal con la concentracion de DTDPy, se obtuvo una constante de
velocidad de segundo orden para la reaccion con MtAhpE-SSH (circulos rojos). Las kops para la reaccion

de MtAhpE-SH con DTDPy se muestran en circulos negros.

Reactividad del MtAhpE-SSH por los sustratos oxidantes
especificos de las Prxs, peroxinitrito y H>O,. La descomposicion del
peroxinitrito (12 uM) se aceler6 en gran medida en presencia de MtAhpE-SH
reducida 15 pM (Figura D9A, trazo negro) y se produjo principalmente en el
tiempo de mezcla del aparato (<1.1 milisegundos), de acuerdo con la reaccién
rapida anteriormente reportada (1.7 x 10’ Ms™ a pH 7.4 y 25 °C (247)). Por el
contrario, tanto la MtAhpE-SOH como la MtAhpE-SSH causaron incrementos

modestos en la velocidad de decaimiento del peroxinitrito (Figura D6A, trazo
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azul y roja, respectivamente). Considerando un rendimiento de formacion del
MtAhpE-SSH de aproximadamente 80%, como se determind anteriormente
(Figura D8A), la constante de velocidad de la reaccién con peroxinitrito se
estimé en ~10* M*s* a pH 7.4 y 25 °C.

En el caso de H,O,, el consumo por MtAhpE-SH (45 uM) fue casi1 a 1
durante los primeros 30 segundos, como ya se describié (213) y de acuerdo
con la constante de velocidad reportada de 8.2 x 10* M*s™ a pH 7.4 (247)
(Figura D9B, cuadrados negros). En presencia de MtAhpE-SOH (circulos
azules), el decaimiento del H,O, fue mas lento estimandose una constante de
velocidad de 78 M*s™ a partir del método de velocidad inicial del decaimiento,
lo que concuerda con la baja constante de velocidad para la reaccion entre
MtAhpE-SOH y H,0, determinada previamente (40 Ms™) (247). La velocidad
de consumo de H;0; por el MtAhpE-SSH (triangulos rojos) fue similar a la de
MtAhpE-SOH. A partir de la velocidad inicial del decaimiento de H,O; y
considerando un rendimiento de formacion de persulfuro de aproximadamente
80%, la constante de velocidad de la oxidacién de MtAhpE-SSH por H,0, se
estimé en 109 M*s™ a pH 7.4y 25 °C.
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Figura D9. Reactividad de MtAhpE-SSH con peroxinitrito y H20,. (A) Se siguié el decaimiento de
peroxinitrito (12 pM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C,
midiendo la absorbancia a 310 nm en un espectrofotometro de flujo detenido (trazo verde) o en presencia
de una concentracion de 15 uM de MtAhpE-SH (trazo negro), MtAhpE-SOH (trazo azul) o MtAhpE-SSH
(trazo rojo). (B) consumo de H,O, en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) (pH 7.4, 25 °C) en presencia
de 45 pM de MtAhpE-SH (cuadrados negros), MtAhpE-SOH (circulos azules) o MtAhpE-SSH (triangulos

rojos). La concentracion de H>O; se determiné utilizando el método de FOX.
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Consumo de H,S y H,0O, catalizado por MtAhpE. Para estudiar si el
H.S es capaz de completar el ciclo catalitico de la enzima, se agregd MtAhpE-
SH a una mezcla de H,S y H,O,, tomandose alicuotas durante la incubacién
para determinar concentraciones de H,S y H,O,. Aunque el H,O, es capaz de
consumir H,S en ausencia de catalizadores, de acuerdo con la reaccion lenta
ya reportada (0.35 M*s™ a pH 7.4 y 25 °C (390)), se observé un incremento en
la velocidad de consumo de H,S y H,O, cuando se agregd concentraciones
subestequiométricas de la enzima (Figuras D10A y D10B). Las velocidades
iniciales de descomposicion del H,S mostraron una dependencia lineal de la
concentracién de MtAhpE-SH con una pendiente de 2.2 x 102 s en las
concentraciones de sustrato analizadas (Figura D10C), lo que confirma la
actividad catalitica de la MtAhpE.
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Figura D10. Consumo catalitico de H,S por H20, en presencia de MtAhpE. (A) Se incubaron mezclas
de NazS (250 uM) y H,0O, (125 pM) en presencia (negro) o ausencia (rojo) de MtAhpE-SH (2.9 uM) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) méas DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C. La concentracion de H,S se
determind utilizando el método del azul de metileno. (B) EI mismo experimento que en A, pero las mezclas

se realizaron en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) pH 7.4, 25 °C y la concentracién de H>O, se
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determiné utilizando el método de FOX. (C) Velocidades iniciales de consumo de H.S obtenidas a

diferentes concentraciones de MtAhpE en soluciones de NaS (125 uM) y H20; (127 uM).

Dinamica molecular de MtAhpE-SSH. Para evaluar el efecto
estructural y dindmico de la persulfuracion se realizaron DM de las formas
tiolato (MtAhpE-S) y persulfuro (MtAhpE-SS’) de la Cp (Cys45). Como se
muestra en las Figuras D11A y D11C, en 700 nanosegundos de simulaciones
de DM, no se detectaron reordenamientos globales ni grandes cambios
conformacionales al comparar las formas tiolato y persulfuro en el dimero
MtAhpE, como se desprende de la comparacion de las distribuciones de
contenido de la estructura secundaria (Figura D11C). Sin embargo, al observar
de cerca los sitios activos, se identificaron interrupciones significativas en las
interacciones del tiolato en Cys45 con los residuos del sitio activo Thr42 y
Argll6, que se destacaron previamente como esenciales para el
reconocimiento y la reduccion de hidroperoxidos, no solo para esta Prx (192,
262, 263), sino también para toda la familia Prxs (193-195, 201, 272, 274).
Especificamente, se observd una ganancia en la flexibilidad de la regiébn que
contiene a Thr42 tras la persulfuracion (Figura D11D). Ademas, las
interacciones entre Cys45 y ambos, Thr42 y Argl16, se interrumpieron en el
modelo del persulfuro: los atomos de S, y Ss del persulfuro en Cys45 no
interactuaron fuertemente con Thr42 y Argl16 (Figuras D11B y D11D), siendo
interacciones fuertes que se establecen con el tiolato de la MtAhpE (262). En
resumen, las simulaciones de DM sugieren que la persulfuracion de MtAhpE
conduce a una alteracion significativa en la topologia del sitio activo que altera

las interacciones clave involucradas en la catalisis de sustratos.
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Figura D11. Cambios estructurales tras la persulfuracion en el sitio activo de MtAhpE. (A) Se
muestra el solapamiento de estructuras representativas del dimero MtAhpE obtenido de simulaciones de
DM con Cys45 como tiolato (negro) o como persulfuro (rojo). (B) Comparacion del sitio activo de la
MtAhpE cuando la Cys45 esta como tiolato y persulfuro, mostrando los residuos Thr42, Cys45 y Arg116.
(C) Distribucion del contenido de hélice-a y hoja-B (en %) para ambas simulaciones. (D) Comparacion de
la rmsf por residuo calculados de la DM a partir de la Cys45 como tiolato (negro) y persulfuro (rojo). (E)
Distribucion de las interacciones relevantes del sitio activo. Las distancias seleccionadas son las mismas

que se destacan en B.

Transferencia del azufre sulfano del MtAhpE-SSH a una sonda de
tiol. Con el objetivo de determinar si MtAhpE-SSH es capaz de transferir su
azufre sulfano a otros tioles, se incubé MtAhpE-SSH con la sonda SSP4 que
contiene tiol no fluorescente utilizado como una sonda para azufre sulfano. La
incubacion de SSP4 con MtAhpE-SSH condujo a un aumento de la emision de
fluorescencia (Figura D12). Este aumento se produjo en un grado mucho mayor
que en los controles con MtAhpE-SH o MtAhpE-SOH. De acuerdo con las
curvas de calibracion que utilizan Na,S,, el rendimiento del proceso de
transulfuracion fue de 95 + 5% luego de 4.5 horas de tiempo de incubacion. El
pequefio incremento de fluorescencia obtenido para MtAhpE-SOH
probablemente se deba a que los RSOH pueden comportarse como
electrofilos, por lo que también podrian reaccionar con los tioles de la sonda

con posible formacion de sus productos fluorescentes.
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Figura D12. Transferencia del azufre sufano de MtAhpE-SSH al tiol del SSP4. MtAhpE-SOH se
preparé mediante la incubacién de MtAhpE-SH (4 uM) con H,0O; (4 uM) en amortiguador fosfato de sodio
(100 mM) mas DTPA (0.1 mM) (pH 7.4, 25 °C) durante 2 min. El persulfuro se formé agregando Na,S (4
M) a las preparaciones de MtAhpE-SOH y envejeciendo durante 15 minutos, tiempo en el que se espera
gue se complete la reaccién. Luego, las muestras se diluyeron dos veces, se agregdé SSP4 (20 uM) y se
siguid la emision de fluorescencia en presencia de MtAhpE-SH (trazo negro), MtAhpE-SOH (trazo azul),
MtAhpE-SSH (trazo rojo) y amortiguador (trazo verde).

D.IV. DISCUSION

Un destino plausible para el H,S en las células esta representado por sus
reacciones con los acidos sulfénicos de cisteinas (372, 378). Las Cp
constituyen una blanco preferencial para hidroperéxidos debido a su alta
reactividad y abundancia celular (172, 401). Esta reaccion es una fuente de
RSOH, que luego son reducidos por varias vias. La viabilidad de la reaccion
entre el H,S con un RSOH estd determinado por aspectos cinéticos y es
favorecida cuando este dUltimo es estable. Nosotros nos centramos
particularmente en la MtAhpE como modelo, ya que el Cp-SOH es
relativamente estable debido a la ausencia de tioles en la vecindad del sitio
activo (142).

El MtAhpE-SOH reacciona con H,S para formar un persulfuro. Se determiné
que la constante de velocidad para esta reaccién como (1.4 + 0.2) x 10° M*s™
a pH 7.4 y 25 °C. Teniendo en cuenta que las especies reactivas son el
MtAhpE-SOH protonado y el HS™ ionizado (208) y como los valores de pKjy
reportados son 6.6 para MtAhpE-SOH (247) y 6.9 para H,S (348), la constante
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de velocidad independiente del pH calculada es 1.4 x 10* M™*s™®. Estos valores
obtenidos de constantes pueden compararse con los obtenidos para la
reaccion de otro RSOH proteico relativamente estable, el formado en albimina
de suero humano (HSA-SOH, human serum albumin) con H,S previamente
reportado (372). La constante de velocidad para HSA-SOH fue (2.7 + 0.8) x 102
M?s™ a pH 7.4 y 25 °C, mientras que la constante de velocidad independiente
del pH fue calculada como ~4 x 10> M's™? (asumiendo que la HSA-SOH se
encuentra mayoritariamente protonada a pH 7.4"). Por lo tanto, se puede
establecer razonablemente que el MtAhpE-SOH es cerca de 30 veces mas
reactivo que HSA-SOH con HS'.

Concentraciones subestequiométricas de MtAhpE fueron capaces de
consumir H,S y H,O, cataliticamente, lo que sugiere que MtAhpE-SH se puede
regenerar y comenzar un nuevo ciclo catalitico. Como precedente, se propuso
que la Prx6 de Bos taurus, otra Prx de 1l-cisteina de una subfamilia PrxVI, es
capaz de consumir H,O, usando H,S como sustrato reductor mediante la
formacién de un persulfuro en su Cp (217). Por el contrario, no se obtuvo
evidencia de la participacion de H,S en el ciclo catalitico de la Prx6 de
Arenicola marina (402). En el caso de la MtAhpE, en presencia de exceso de
H.S y H,0,, la catalisis podria proceder por una variedad de vias. Con toda
seguridad la reaccion inicial sea rapida oxidacion de MtAhpE-SH por H,0, (8.2
x 10* M*s?, pH 7.4 (247), R1) para producir MtAhpE-SOH, seguido de la
reaccion con H,S para formar MtAhpE-SSH ((1.4 + 0.2) x 10° Ms™?, pH 7.4,
R2). Luego, MtAhpE-SSH puede reaccionar con H,S para recuperar el tiol
original y producir HSSH y otros subproductos como polisulfuros (RS3).
Alternativamente, el MtAhpE-SSH puede reaccionar con el H,O, para formar un
acido pertiosulfénico (R-SSOH) y otros estados mas oxidados (R-SSO,H, R-
SSO3H), que luego pueden reducirse a tiol o persulfuro por el H,S. La via

preferida estda determinada por aspectos cinéticos que quedan por aclarar. En

Ka Hos H*
e pH=k aHy x [H]

PHANA™ ko pps + ] K,

AhpE-SOH * H']

"el pKa de HSA-SOH no ha sido determinado, pero siendo que en general los sulfénicos son mas acidos
gue sus respectivos tioles, y siendo el pKa del tiol de la albimina de 8.1 (398), se considera muy probable
que el pKa de HSA-SOH sea <7.1. De cualquier manera, en algunas proteinas con pKj de tiol bajo, tales
como las Prxs, los pKa de sus derivados sulfénicos no son menores sino que mayores que los del
respectivo tiol (207, 246).
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todo caso, la pendiente de la grafica de velocidad vs la concentracion de
MtAhpE-SH indicé una regeneracioén de 2.2 x 102 s a las concentraciones de
H.S y H,O, utilizadas (Figura D10C). Suponiendo que el paso limitante de la
velocidad es una reaccion de segundo orden, ya sea la reaccion de MtAhpE-
SSH con H3S o con H;0,, y considerando que las concentraciones de H,S y
H,O, fueron 125 y 127 pM, respectivamente, se puede calcular que la
constante de velocidad para la reaccion de segundo orden que limita la
velocidad es ~170 M's™. Claramente, la reaccién de MtAhpE-SOH con H,S,
que tiene una constante de velocidad 8 veces mayor ((1.4 + 0.2) x 10° M's™,
pH 7.4), no es limitante de la velocidad en el proceso catalitico. Ademas, la
velocidad de la reaccién de MtAhpE-SSH con H,0, (~109 M*s™) esta por
debajo de la constante de velocidad del paso limitante esperada, lo que lleva a

la reaccidn de la R3 como la méas probable a suceder durante el ciclo catalitico.

MtAhpE-SH + H,05 ——» MtAhpE-SOH + H,0 R1
MtAhpE-SOH + H,S —> MtAhpE-SSH + H,0 R2
MtAhpE-SSH + H,S — MtAhpE-SH + HSSH R3

En un contexto celular, la reaccion del H,S con Cp-SOH podria ser relevante en
las Prxs de 1-cisteina, donde la Cr esta ausente y el Cp-SOH podria ser
estable. También podria ser relevante en Prxs de 2-cisteinas eucariotas,
particularmente en aquellos casos en los que la reaccién de resolucién es
relativamente lenta, por lo que el Cp-SOH tendria una vida media significativa,
no siendo el caso de las Prxs de 2-cisteinas tipicas bacterianas que son mas

robustas frente a la sobreoxidacién (187).

Por otra parte, la constante de velocidad de segundo orden de la
reaccion de MtAhpE-SOH con H,S ((1.4 + 0.2) x 10° M's™) es 6 veces mas
alta que la reportada para la reaccion del MtAhpE-SOH con MSH y similar al
reportado para la Mrx-1 (237 y 1.6 x 10° M™s™, respectivamente (142)), que
son los sustratos reductores endégenos conocidos en Mtb hasta la fecha. El
destino principal del MtAhpE-SOH en un contexto celular esta dictado no solo
por las constantes cinéticas sino también por la concentracion de los blancos.
Aunque todavia faltan reportes sobre los valores de la concentracién en estado
estacionario de Mrx-1 en Mtb, los niveles de MSH (1-8 mM (130)) son mas
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altos que los estimados para el H,S (~370 uM (130, 403)). Por lo tanto, el H,S
podria representar un sustrato reductor eficiente alternativo al sistema
MSH/Mrx-1 en el Mtb. Los mecanismos de regulacién de la sintesis de MSH y
H.S en la bacilo estan comenzando a describirse (404, 405), y por lo tanto, se
requiere mas trabajo para establecer su contribucion relativa para la reduccion
de MtAhpE durante diferentes condiciones metabdlicas. Ademas, las funciones
de H,S y MSH/Mrx-1 como donantes de electrones para las proteinas similares
a AhpE en otros Actinomicetos (csb.wfu.edu/prex.test/prxinfo.php?subfamily=6)
(196) que difieren en el contenido de MSH (403) y que, dependiendo de su
habitat, puede estar expuesto a altas concentraciones de H,S, merece una
investigacién exhaustiva. De hecho, se demostr6 que la suplementacién con
H.S complementa el defecto de crecimiento de las cepas con una capacidad
disminuida para regenerar MSH (147). Este objetivo de la Tesis proporciona
informacion sobre los posibles mecanismos de comunicacién cruzada entre el
patdogeno y su huésped en una unién entre la sefalizaciéon de H,S y los

sistemas de defensa antioxidantes.

La reactividad de MtAhpE-SSH hacia un blanco electréfilo inespecifico
se probd utilizando DTDPy. Se obtuvieron constantes de velocidad de segundo
orden de (1.8 £ 0.1) x 10° y (42 + 8) M*s™ a pH 7.4 para el MtAhpE-SSH vy el
MtAhpE-SH, respectivamente. El valor obtenido para el persulfuro fue 43 veces
mayor que el del tiol. Teniendo en cuenta que las especies reactivas estan
ionizadas, ya que el pK, de la MtAhpE-SH es 5.2 (247) y el pK, de MtAhpE-
SSH también es probable que sea muy inferior a 7.4 (369), los datos obtenidos
a pH 7.4 probablemente reflejen valores independientes del pH. Por lo tanto, la
mayor reactividad de MtAhpE-SSH con respecto a MtAhpE-SH no puede
atribuirse a cambios en la disponibilidad de las especies ionizadas. Mas bien,
pueden atribuirse a un aumento en la reactividad intrinseca. Previamente se
reportaron las constantes de velocidad para la reaccion de DTDPy con el HSA-
SSH o tiol (HSA-SH) como (1.7 + 0.1) x 10* y (7.6 + 0.4) x 10> M?'s?
respectivamente, a pH 7.4 y 25 °C (372) (Tabla D1). Estos valores se traducen
en constantes de velocidad independientes del pH de ~2 x 10* M*s™ para
HSA-SSH y 7 x 10 M™s™ para HSA-SH, que tiene un pK, de 8.1 (406). Por lo

tanto, la formacion de un persulfuro produjo un aumento de 20 veces en la
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reactividad a pH 7.4 y s6lo un aumento de 3 veces en las constantes de
velocidad independientes del pH. El aumento de la reactividad intrinseca con
DTDPy del persulfuro en relacion con el tiolato puede deberse al efecto alfa, a
los cambios en la solvatacion, a las alteraciones en las interacciones débiles en

el entorno de la Cp 0 a una combinacion de estos efectos.

Tabla D1. Constantes de velocidad de reacciones de tioles y persulfuros

proteicos.
k (M's™)
DTDPy ONOOH H20
MtAhpE-SH 427" 1.9x10"%(247) 8.2 x10*" (247)
MtAhpE-SSH 1.8 x 10°~® ~10*A 8B ~109 "8
HSA-SH 7.6 x 10°* (372) 2.7 x 10°“(372) 2.1 " (406)
HSA-SSH 1.7 x10*"(372)  1.2x10*“(372) N.D.

AValor determinado a pH 7.4 y 25 °C.
® Valor determinado en esta Tesis.

€ valor determinado a pH 7.4 y 20 °C.
P valor determinado a pH 7.4y 37 °C.

N.D. Valor no determinado

Cabe destacar que la reactividad de MtAhpE-SH hacia DTDPy a pH 7.4
fue un orden de magnitud menor que la de HSA-SH. En contraste, la
reactividad frente a los hidroperéxidos, sustratos especificos de las Prxs, es
varios 6rdenes de magnitud mas alta para MtAhpE-SH que para HSA-SH
(Tabla 1D). Este es otro ejemplo de la baja reactividad de Prxs hacia
compuestos no especificos y contribuye al concepto de que no existe una
cisteina reactiva general (194, 407). El microentorno de Cp en Prxs acelera

especificamente la reaccion con sus sustratos oxidantes, los hidroperoxidos.

En contraste con el aumento de la reactividad del MtAhpE-SSH en
comparacion con MtAhpE-SH frente a la DTDPy, la reactividad de MtAhpE-
SSH hacia H,0; y peroxinitrito fue varios 6rdenes de magnitud menor que la
del MtAhpE-SH. La leve reactividad de MtAhpE-SSH con estos sustratos
especificos de las Prxs podria ser un efecto de distorsion geométrica del sitio
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catalitico, el cual parece ser requisito para la correcta interaccion de los
hidroperdxidos con la Cp en estado tiolato a través de enlaces de hidrégeno
con la Argl16 y la Thr42 durante la formacion del complejo con el sustrato y
alcanzandose el estado de transicion (262, 263). Ademas de cambiar la
reactividad de este sitio debido a los cambios en las distancias, la formacion de
un persulfuro también podria cambiar el valor del pK,. La acidez parece ser
menor en los persulfuros de bajo peso molecular con respecto a sus tioles
analogos (369). Sin embargo, no es facil predecir el pK, del persulfuro en el
caso de una Prx debido al entorno especial del sitio activo. Ademas, se espera
que los persulfuros mejoren la reactividad como bases débiles (372), lo que los

hace mas propensos a reaccionar con disulfuros que con hidroperoxidos.

Una vez formado un persulfuro en una Prx, ¢qué destino podria tener? Si
bien puede producirse una reaccion adicional con H,S o H,O, in vitro, en
condiciones fisiologicas es probable que predominen las reacciones con tioles,
considerando las altas concentraciones de tioles de alto y bajo peso molecular
a nivel celular. De hecho, se ha demostrado que las proteinas de las familia de
Trxs y Grxs reaccionan con proteinas persulfuradas (378, 379). La posibilidad
de ataque directo del tiolato de una proteina en el &tomo de azufre externo del
persulfuro de una Prx seria promovida por la acidez relativamente alta del tiol
como grupo saliente y podria resultar en la formaciéon de un persulfuro en la
proteina atacante. Esto constituiria un mecanismo de transpersulfuracion que
podria contribuir a los niveles relativamente altos de persulfuracion detectados
(378, 379, 408). Como prueba de este concepto, MtAhpE-SSH pudo transferir
el grupo persulfuro a un tiol de bajo peso molecular con alto rendimiento
(Figura D12).

D.V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De los resultados presentados podemos concluir que la reaccion de
MtAhpE-SOH con H,S conduce a una forma persulfurada de la enzima, que
pierde su actividad peroxidasa por alteraciones en la estructura de su sitio
activo. Por otra parte, de acuerdo a predicciones cinéticas, el H,S es un
sustrato reductor alternativo para la enzima. Finalmente, sugerimos la

posibilidad de que las Prxs participen en la persulfuracion de proteinas. Dado

107



gue las reacciones de transpersulfuracion aqui estudiadas utilizaron una sonda
de bajo peso molecular como aceptor, seria importante demostrar si también
ocurre la transferencia hacia tioles proteicos. En este caso, ¢Qué requisitos
debe cumplir la proteina receptora? Es decir, ¢hay especificidad? y ¢cuales
son los determinantes de dicha especificidad? Seria también interesante
investigar si otras Prxs de 1-cisteina, de la familia de la Prx6 también participan
en reacciones de tranpersulfuracion. Asimismo, seria interesante investigar si la
transpersulfuracion a partir de MtAhpE demostrada in vitro en este trabajo
ocurre también in vivo. Para ello, se podria modular los niveles de expresion de
AhpE u otras Prxs de 1-cistena y observar los efectos de dicha modulacion en
los niveles de persulfuracién proteica en células expuestas o no a H,S exégeno

o estimuladas para la produccion endégena de dicha molécula.
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E. La MtPrxQ B es una Reductasa,

Dependiente de Trx, Altamente Eficiente
por AG-OOH

E.l. INTRODUCCION

En este capitulo se muestran los resultados de la caracterizacion
bioquimica funcional de la MtPrxQ B (Rv1608c) que, mediante un analisis
informatico por homologia de secuencias, fue previamente asignada como una
Prx de la subfamilia PrxQ/BCP (409). Los primeros miembros de esta
subfamilia fueron descriptos como Prxs al estudiar los cloroplastos de plantas
(410), identificAndose posteriormente su homoélogo en E. coli definido
previamente por su migracion electroforética como “proteina comigratoria con
bacterioferritina” (BCP, bacterioferritin comigratory protein) (411). Desde hace
un tiempo, se define a la totalidad de las Prxs de esta subfamilia con el término
PrxQs, ya que, inicialmente éstas se referian solamente a los homologos de las
BCPs en plantas. Estas Prxs estan presentes principalmente en los dominio
Bacteria aunque se han encontrado en Arquea y en organismos Eucariotas

(196) como se representa en la Figura E1.

PrxQ ". .
Bacteria
[l Archaea
[ Plant
Il Fungi
B Animal
. B other euk

Tpx

-

}

Figura E1. Distribucién filogenética de cada una de las subfamilias de Prxs a través de todas

especies. Graficos tomados de (164).
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Son el grupo mas diverso en cuanto a su funcionalidad, ya que
presentan o no la Cr y en caso de tenerla también varia su localizacién. En
ciertos casos la Cr esta ausente (£39% de los miembros (412)) funcionando
como Prxs de l-cisteina. En aquellas en las que la Cr esta presente, por lo
general, se encuentra en la hélice-a, (~55% de los miembros (201))
conformando un motivo CpXXXXCr. En otro grupo minoritario se encuentras
las PrxQs en las que la Cgr se encuentra en la hélice-az (~7% de los miembros
(201)) siendo equivalente a la posicion de ésta en la subfamilia de las Tpx.

También, los miembros de esta subfamilia presentan diferentes estado
oligomérico, ya que pueden encontrarse como monémeros o dimeros del tipo A
en solucion. Por la amplia diversidad funcional y la presencia de Prxs
monoméricas en esta subfamilia, algunos autores han llegado a proponer que
la subfamilia PrxQ/BCP es la agrupacion moderna que mas se parece a las

proteinas ancestrales de las cuales divergieron las Prxs actuales (413).

Las PrxQs que presentan la Cg, se comportan como Prxs de 2-cisteinas
atipicas, formando un puente disulfuro intramolecular entre la Cr y la Cp
oxidada a sulfenato (Cp-SOH) por la reaccion con el hidroperéxido (265). Como
ya se menciono en la introduccion general, el paso se resolucion requiere de
una transicion estructural de la Prx de una conformacion FF a la LU que acerca
la Cp-SOH a la Cr permitiendo la formacion del disulfuro (308). En aquellas
PrxQ con la Cr en la misma hélice-a, que la Cp en un motivo
PXXX(T/S)XXCpXXXXCg, sufren un cambio estructural local en la transicion de
FF — LU, siendo esta ultima conformacion estabilizada por el puente disulfuro
(412). Cuando la Cg se encuentra en la hélice-as, como por ejemplo en la PrxQ
de Xanthomonas campestris, en la transicion FF—LU hay un cambio
conformacional que involucra la rotacion de la cadena lateral de la Cp-SOH y el
desplegamiento de la hélice-as permitiendo la formacion del disulfuro (414).
Perkins y colaboradores utilizaron esta PrxQ para elaborar un conjunto de
estructuras cristalograficas, que “congela” la transicién durante la oxidacion de
la Cp desde su estado tiolato (Cp-S’) al Cp-SOH vy la sobreoxidacion a sulfinico
(Cp-SO2H), con el fin de optimizar la descripcidon de las interacciones que se
dan durante la unién del oxidante, la estabilizacion del estado de transicion y la
formacion de Cp-SOH en Prxs (274). El puente disulfuro formado en estas
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PrxQs es reducido generalmente por el sistema Trx/TR/NADPH (166), siendo
las PrxQs de Sulfolobus solfataricus las excepciones determinadas hasta

ahora, ya que se reducen por un miembro de la familia de las PDI (228, 415).

Las PrxQs que no presentan Cg, funcionan como Prxs de 1-cisteina en
la cual el Cp-SOH es reducido generalmente por el sistema GSH/Grxs (416). La
PrxQ de Burkholderia cenocepacia es un ejemplo de este mecanismo aunque
también muestra actividad catalitica residual utilizando la Trx como sustrato.
Por experimentos de mutagénesis dirigida se incorpord un “simil Cr”, es decir
un residuo de cisteina, a 4 residuos de la Cp en la hélice-a, de esta PrxQ,
observandose un mecanismo funcional similar a una Prx de 2-cisteina atipica
con reduccidén preferencial por las Trxs (416). A su vez, la perdida de la Cg en
el caso de la PrxQ de E. coli implico la formacion de un puente disulfuro entre
dos Cp de 2 proteinas que fue resuelto por la Trx (417). Estos ejemplos,

resaltan la diversidad funcional en esta subfamilia.

En cuanto a la actividad peroxidasa, las PrxQs reducen un amplio
espectro de hidroperoxidos, incluyendo H,O, e hidroperéxidos organicos
artificiales con similar eficiencia catalitica (418-420). Aunque para algunas
PrxQs se ha postulado la preferencia por AG-OOH (411, 421, 422) en la
mayoria de los casos no se determind la cinética de esta reaccién. La actividad
peroxinitrito reductasa de esta subfamilia fue reportada por primera vez para la
PrxQ de Xylella fastidiosa (418), una bacteria patégena en plantas.
Alterativamente a la funcién peroxidasa, a algunos miembros de esta subfamilia
presentes en arqueas termofilas y bacterias se le ha atribuido capacidad de
union al ADN (423, 424), funcionando como chaperonas protegiendo al ADN
del estrés oxidativo y de la degradacion térmica (425), aunque esta propiedad

ha sido poco estudiada en otras Prxs.

La importancia de biologica de las PrxQs queda de manifiesto por el
hecho de que cepas bacterianas carentes en estas Prxs se vuelven
hipersensibles a estrés oxidativo generado por diferentes hidroperoxidos (422,
426-428). Cabe destacar un par de casos en la literatura, por ejemplo, la cepa
mutante en la PrxQ de Helicobacter pylori es menos eficiente en la colonizacién
del estbmago de ratones que la cepa del tipo salvaje (422). Ademas, se
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observo la importancia biolégica de la PrxQ de Corynebacterium glutamicum al
disminuir la supervivencia de la cepa mutante en PrxQ expuesta a diferentes
agentes, como H,0O,, Cu-OOH, metales pesados como CdCl, y NiSO,4, en
comparacion con la cepa del tipo salvaje, efecto que fue revertido al
complementar la cepa mutante con la PrxQ (428). También, se demostré que la
expresion de la PrxQ en algunos Actinomicetos esté regulada por el factor de
transcripcion del tipo sigma, SigH, que se ha reportado que responde al estrés
oxidativo (429, 430).

En cuanto a Mtb, la falta de informacion sobre la actividad catalitica de la
MtPrxQ B fue un aliciente para realizar estudios funcionales explorando su
especificidad por sustratos oxidantes y posibles sistemas reductores para
cumplir su ciclo catalitico. Una vez caracterizada, se puede tener un panorama
del posible mecanismo de accién de la MtPrxQ B como sistema antioxidante.
En cuanto al contexto fisiologico, la MtPrxQ B, fue detectada en un estudio de
identificacion de proteinas asociadas a membrana de la cepa virulenta del Mtb
H37Rv (255, 431, 432). Ademas, se reportd que el gen Rv1608c es esencial
para el crecimiento de Mtb H37Rv en medio de cultivo rico en colesterol, el cual
es un nutriente fundamental durante las infecciones crénicas en animales (433,
434).

Los resultados obtenidos en este objetivo de Tesis fueron publicados en
la revista “Free Radical Biology & Medicine” en el afio 2016 (397), en el que soy

primer autor.
E.ll. MATERIALES Y METODOS

Quimicos. La peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase), DTNB,
DTT, Tris(2-carboxietil) fosfina (TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphine), DTPA,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride), BHT,
Fe(NH4)2(S04)2, t-bOOH y Cu-OOH fueron comprados a Sigma—Aldrich. La sal
tetrasddica de naranja de xilenol fue obtenida de AppliChem. El 15-HpETE
(pureza 298%) y el hidroperoxido de colesterol conjugado a &cido linoleico (Co-
OOH, una mezcla racémica entre el hidroperoxido en posicion 9- y 13- del

acido octadeca-dienoico, esterificado al colesterol) (pureza =98%) fueron
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obtenidos de quimicos Cayman. El H,O, fue comprado a Mallinckrodt. El acido
boronico de cumarina (CBA, coumarin boronic acid) fue gentilmente donado por
el Dr. Balaraman Kalyanaraman (Department of Biophysics and Free Radical
Research Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA). El Isopropil-

B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) fue comprado a BioWorld.

Preparacion de reactivos. Se preparé una solucion stock de CBA en
dimetil sulféxido (DMSO) como en (435). Las soluciones de peroxinitrito y el
H,O, se prepararon como se describe en el capitulo anterior. La solubilizacion
de Co-OOH se realiz6 por incubaciéon de Co-OOH 120 uM con deoxicolato de
sodio (20 mM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM)
pH 7.4 y 25 °C, durante 2 a 3 horas (436). La solubilizacion completa del Co-

OOH fue seguida por la disminucion de absorbancia a 600 nm.

Expresion y purificacion de proteinas. El gen de la MtPrxQ B (Rv1608c)
insertado en el plasmido pDEST17 fue obtenido del Dr. Ahmed Haouz (Institut
Pasteur Paris). Se realiz6 la transformacién de cepas Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS con el plasmido para luego seguir un protocolo de
purificacion de una proteina con una cola de 6 residuos de His por
cromatografia de afinidad. Se realizaron estudios de secuenciacion del gen de
la MtPrxQ B, en colaboracién con la Dra. M. Dolores Pifieyro del Instituto
Pasteur de Montevideo, obteniendo como resultado que habia una sustitucion
en un nucledtido resultando en una mutacion puntual de la Ala93 por una Thr.
Esta sustitucion es frecuentes en homodlogos de la PrxQ B en cepas
patogénicas y no patogénicas de micobacterias, como por ejemplo en
Mycobacterium indicus pranii, Mycobacterium haemophilum, Mycobacerium
intracellulare y Mycobacterium avium, entre otras, en las cuales las PrxQ B
comparten mas de un 85% de la secuencia aminoacidica con la MtPrxQ B. Las
bacterias transformadas fueron crecidas en medio de cultivo Luria-Bertani (LB)
gue contenia ampicilina (100 uM/mL) y cloranfenicol (30 uM/mL) a 37 °C hasta
que la absorbancia a 600 nm alcanzé un valor ~0.9 AU, para luego ser inducida
con IPTG (0.8 mM) durante 4 horas a 37 °C. Luego, se centrifugo el cultivo de
bacterias a 4000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El pellet fue resuspendido en
amortiguador Tris-clorhidrico (20 mM) més cloruro de sodio (500 mM) pH 7.6,

adicionandole PMSF, para luego ser sometido a sonicacion con el fin de lisar
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las células. La MtPrxQ B fue purificada del lisado bacteriano por cromatografia
de afinidad utilizando una columna cargada con Niquel (HiTrap Chelating® GE
Healthcare) y eluyendo a la proteina retenida con un gradiente de soluciones
de concentracion creciente de imidazol (5-500 mM). Una vez eluida la proteina
fue tratada inmediatamente con DTT (2 mM) con el objetivo de reducir a la
enzima, ya que encontramos que esta tenia una tendencia a precipitar sin la
realizacion de este paso de reduccion. El Imidazol y el DTT remante eran
removidos por cromatografia de exclusion molecular usando una columna de
desalado HiTrap® (Amersham Bioscience) equilibrada con amortiguador
fosfato de sodio (50 mM), NaCl (100 mM) pH 7.4, siguiendo la absorbancia de
la proteina a 280 nm. Una vez purificada la enzima (Figura E2) se le agregé

glicerol (10%) y se la almacend a -80 °C.
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Figura E2. Gel al 12% de la electroforesis SDS-PAGE de la purificacion de la MtPrxQ B
recombinante. En el carril 1 se muestra la migracion proteica del lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS. En el
carril 2, se muestra el eluido de la columna luego de cargar el lisado. El carril 3 se muestra la MtPrxQ B (el

PM tedrico es 19.470 KDa) eluida de la columna con un gradiente de concentracién de imidazol.

Las versiones mutantes de gen la MtPrxQ B en las Cys44 (MtPrxQ B
C44S) y Cys49 (MtPrxQ B C49S) sustituidas por SER en el plasmido pDEST17
fueron obtenidas de Genscript® y la purificacion de estas proteinas fue

realizada de la misma manera que el procedimiento para la MtPrxQ B tipo

salvaje (MtPrxQ B WT) que se describio arriba.
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Los genes de la MtTrx C (Rv3914) y MtTrx B (Rv1471) insertados por
separados en plasmidos pET22b fueron amablemente donados por el Dr.
Marcelo Comini (Instituto Pasteur de Montevideo) y el Dr. Leopold Flohé
(Department of Chemistry, University of Padova, Italia y Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay). Los
plasmidos fueron transformado en cepas de E. coli BL21 Star (DE3) y
purificadas como proteinas recombinantes con cola de 6 His como fue
descripto en (232).

Determinacion de la concentracion de peroxidos. La concentracion
H.O, y peroxinitrito fue determinada como en el capitulo anterior. La
concentracion de los otros hidroperoxidos usados fue calculada a partir de la
pureza de las soluciones stock (la cual fue 298% en todos los casos) y
verificadas por cuantificacion por método de FOX usando curvas de calibraciéon
con H,0,. Cabe destacar que el valor del € determinado por el método de FOX
tiene una pequefia dependencia en la estructura de cada hidroperoxido en
particular (437).

Determinacion de la concentracion de proteina y tioles. La
concentracion de MtPrxQ B, MtTrx C and MtTrx B se determind
espectrofométricamente, usando los €50, 7,450, 11,000 y 14,105 M iem™,
respectivamente, calculados de acuerdo a la secuencia aminoacidica de cada
proteina utilizando el servidor informatico ExXPASy (280). El contenido de tioles
reducidos en las proteinas tiol de la proteina se llevé a cabo utilizando DTNB,
midiendo la absorbancia a 412 nm (eso= 14,150 M'cm™) (281). La
concentracion de HRP se determind por su absorcion en la banda de Soret
(€403= 1.02 x 10°> M~*cm™) (438).

Reduccion y oxidacion de tioles proteicos. Para la realizacion de
algunos experimentos, la MtPrxQ B, fue previamente reducida tras la
incubacion con DTT o TCEP (2 mM) durante 30 minutos a 4 °C, procedimiento
que también se utilizé para la reduccion de la MtTrx C y la MtTrx B. El exceso
de agente reductor fue removido por cromatografia de exclusion molecular
usando una columna de desalado HiTrap® (Amersham Bioscience) equilibrada

con el amortiguador utilizado en el correspondiente experimento siguiendo la
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absorbancia de la proteina a 280 nm mientras eluye. A su vez, la MtPrxQ B fue
oxidada ante el tratamiento con una concentracion equimolar de H,O, la

enzima previamente reducida para la realizacion de ciertos experimentos.

Medicion de la actividad peroxidasa de la MtPrxQ B. La actividad
peroxidasa en condiciones cataliticas de la MtPrxQ B WT, C44S y C49S fue
demostrada usando el cambio de fluorescencia intrinseca que sufre la MtTrx C
o la MtTrx B al oxidarse (descripto anteriormente en (243, 439)) como se

muestra en el esquema de la Figura E3.
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Figura E3. Esquema del ciclo catalitico de la MtPrxQ B utilizando las MtTrx B o MtTrx C como
agentes reductores. En el inserto se muestra el cambio espectro de emision de fluorescencia (Aexce= 295
nm, Aem= 335 nm) de la MtTrx B (2 uM) en estado reducido (trazo negro) y oxidado (trazo rojo), descripto

anteriormente en (243, 439).

El cambio de fluorescencia durante la oxidacion de las Trxs fue seguido
en un fluorimetro Aminco Bowman Series 2 luminescence (Aexc= 295 nm, Aem=
335 nm) o un fluorimetro de flujo detenido SX20 Applied Photophysics (Aexc=
295 nm, emisién de fluorescencia total). Cabe destacar que el aporte a la
fluorescencia total de la MtPrxQ B es minimo debido a la ausencia de Trps en
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la secuencia aminoacidica y que se utiliza concentraciones cataliticas de la

enzima en los ensayos.

También se evidenci6 la actividad peroxidasa de la MtPrxQ B al seguir el
consumo de H,O, y Co-OOH usando el método de FOX (213, 392). El ensayo
se realiz6 en condiciones cataliticas (en presencia de sustrato reductor) y no
catalitica (en ausencia de “turnover”, es decir sin sustrato reductor). El ensayo
en condiciones cataliticas consistié en incubar DTT (2 mM) con MtTrx C (10
uM) y MtPrxQ B (2 pM) adicionandole H,O, (50 pM) o Co-OOH (50 uM)
solubilizado en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) méas deoxicolato de
sodio (20 mM) (437), pH 7.4 y 25 °C. Se tomaron alicuotas (100 pL) cada 30
segundos y se las mezclo con el reactivo de FOX (900 pL) dejando la mezcla
durante 30 minutos a temperatura ambiente y midiendo absorbancia a 560 nm.
El consumo de H,O, en condiciones no cataliticas se realiz6 mezclando la
enzima reducida (20 uM) con H,O; (50 uM) y determinando la concentracion de
H,O, remanente a cierto tiempo de reaccion. El €560 para el H,O, se determiné
mediante una curva de calibracion (Figura E4) utilizando concentraciones
conocidas de H,O, dando un valor de 59,620 M*cm™ que es cercano al

previamente reportado en (213).

1 0 Equation y=a+b
] Adj. R-Squ | 0,99336
Value StandardEr p

B Intercept 0,0120 0,01131 ) o |

0,8 i B Slope 0,0596 0,00147

0,2

0,0—'- T T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15

[H202] (uM)

Figura E4. Cuantificacion de H,O, por método de FOX. Se representa la curva de calibraciéon donde se
representa la absorbancia del complejo que forma el naranja de xilenol con el Fe® en funcién de
concentraciones conocida de H,O, preparadas de un stock previamente cuantificado. De la pendiente del

grafico se obtiene el €560 para el H20.
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Estudio de la especificidad por el sustrato oxidante de la MtPrxQ B.
La especificidad por sustrato oxidante de la MtPrxQ B se evalué mediante
ensayos cinéticos de estado estacionario, asi como estudiando Unicamente el

paso de la oxidacion por diferentes hidroperoxidos.

Los experimentos de la reactividad de MtPrxQ B en condiciones de
estado estacionario se llevo a cabo variando la concentracion de diferentes
hidroperoxidos (H20O, o 15-HpETE) u la concentracion de MtTrx C, siguiendo la
disminucién de la fluorescencia intrinseca de la MtTrx C (Aexe= 295 nm, emision
de fluorescencia total) en el espectrofotometro/fluorimetro de flujo detenido con
detector de fluorescencia durante su oxidacion. El uso de este aparato permite
realizar una medida real de la velocidad inicial de la reaccién antes de que
pudiera ocurrir una disminucion de la actividad enzimatica por inactivacion
oxidativa. Se mezcla en una jeringa MtPrxQ B (0.5 pM) y cierta concentracion
de MtTrx C reducida mientras que la otra jeringa se carga con diferentes
concentraciones de hidroperéxido. Las velocidades iniciales del cambio de
fluorescencia para cada concentracion de MtTrx C fueron convertidas a
velocidades de consumo de hidroperoxido (UM de hidroperéxido reducido por
segundo por yM MtPrxQ B) usando la Ec. 1 como se describié previamente en
(420, 440),

Vo (uM ROOH . s™1.uM~! MtPrxQ B) = Vo' (V.s™1) . MLTrxCl ) Ec. 1

*AF (V). [MtPrxQ B](uM)

definiendo a la [MtTrx C] y la [MtPrxQ B] como las concentraciones de las
proteinas utilizadas en el ensayo, AF es el cambio de la sefal fluorescencia (en
voltaje, V) en la presencia de un exceso de hidroperéxido en comparacion a la
[MtTrx C] que se esta utilizando. La velocidad inicial (Vo) del cambio de
fluorescencia es determinada del ajuste lineal de los datos experimentales en
los primeros 2 segundos de reaccion. Por su naturaleza hidrofébica, en el caso
el 15-HpETE, se utilizaron concentraciones por debajo de la concentracion
micelar critica reportada para el acido araquidénico (296).

Se realizé un analisis cinético de estado estacionario desarrollado por
Dalziel en 1957 para mecanismos de reaccion del tipo ping-pong para enzimas
bisustraticas (441). Los datos velocidad inicial (Vo) se ajustaron a la Ec. 2 de
Dalziel,
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[MtPrxQ B] _
v - dot

o1 ¢2 d1,2
[ROOH] + [MtTrx C] + [ROOH].[MtTrx C] Ec. 2

MtP B .,
[;(’:Q] en funcion de

En el grafico primario del andlisis de Dalziel se muestra

la [ROOH] a cierta [MtTrx C]. A partir de este grafico se obtienen los
“coeficientes empiricos ¢’ de los cuales dependiendo del mecanismo nos
pueden dar datos de la cinética de la enzima. Como ya se mencion0, las Prxs
tienen un mecanismo bisustratico del tipo ping-pong (169), o sea que no se

forma ningln complejo ternario por lo que se asume que ¢1,2 es 0, entonces, el

] y [ROOH] a cada

L . . ., . [MtPrxQ B
grafico primario muestra una relacion lineal entre e

[MtTrx C] que tienen igual pendiente, que corresponde al término ¢1 y el

$2

intercepto con el eje Y corresponde a d¢o + MeTex O]

. El término ¢o es el

reciproco al valor de la constante catalitica, kcat Y l0S términos de ¢1 y ¢2 son
los reciprocos a los valores de la eficiencia catalitica para el sustrato oxidante
(k1) y el sustrato reductor, respectivamente (204, 441). Del grafico primario

obtenemos el término ¢1, que en términos de constantes de velocidad

(k-1 + k2)

Tk k2) describiendo cada una de estas

microscopicas se define como

constantes microscopicas los siguientes pasos de reaccion,

3 Ky
MPrxQ B-S"+ ROOH === [M{PrxQ B-S-ROOH] —> MPrxQ B-SO" + ROH
k4

El término ¢1 se aproxima al reciproco de k; cuando el valor de k; que
representa la disociacion del complejo enzima sustrato nuevamente a enzima
reducida e hidroperoxido, es despreciable comparado a k,. Siendo este, el caso
de las Prxs (204).

Las determinaciones cinéticas de la oxidacion de MtPrxQ B con
peroxinitrito se realizaron siguiendo directamente la reaccidbn o por ensayos
donde se analiza la competencia entre dos reacciones, siendo una de ellas ya

cinéticamente caracterizada previamente.

Ensayo directo. Se siguié la descomposicion del peroxinitrito en un

espectrofotometro de flujo detenido siguiendo su absorbancia a 310 nm (g310=
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1600 M*cm™) en presencia o ausencia de MtPrxQ B (16 uM). La medida de la
absorbancia a 310 nm se realiza a modo de evitar interferencia en la sefial de
absorbancia por parte de la proteina a 302 nm. La constante de velocidad de la
reaccion fue estimada de las velocidades iniciales del decaimiento del
peroxinitrito de las diferentes condiciones como se describié previamente en
(393).

Ensayos de competencia. Se determind la constante de velocidad para la
reaccion entre la MtPrxQ B reducida y el peroxinitrito por dos ensayos de
competencia. En el primero, la HRP fue utilizada como blanco alternativo para
el peroxinitrito como ha sido descripto en (207, 393) y se representa con el

siguiente esquema de reacciones,

HRP HRP-1 + NO,-
kHRP
Peroxinitrito

kM[Per B

MPrxQ B,  MPrxQB,, + NO,

Brevemente, se siguié la aparicion de HRP-compuesto 1 (HRP-1)
generado como producto de la oxidacion de la HRP (2 uM) por peroxinitrito (1
pUM) en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B
(1.0, 1.5, 2.5, 5.0 yM) en un espectrofotometro de flujo detenido. La formacién
de HRP-1 se midi6 a 398 nm (gs5= 4.2 x 10* M'cm™) que es el punto
isosbéstico entre HRP-1 y el HRP-compuesto 2 (207, 393). Determinamos un
valor de 3 x 10° M™s™ para la constante de velocidad de la oxidacién de la
HRP a HRP-1 por peroxinitrito en nuestras condiciones experimentales, que

esta de acuerdo a lo reportado previamente (442).

Dado que en el ensayo experimental, no se utilizaron condiciones de
pseudoprimer orden, la constante de velocidad de oxidaciéon de MtPrxQ B por
peroxinitrito fue calculada utilizando la Ec. 3 (443),

[HRP]o
kyrp  __ In( [HRP]O-[HRP—l]oo)

- ln( [MtPrxQ Bred]o )
[MtPrxQ Bregl, - [MtPrxQ Boxleo

Ec. 3

kmtprxQ B
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donde kyrp €s la constante de velocidad de oxidacion de HRP, kueno & €S la
constante de velocidad de oxidacion de la MtPrxQ B, [HRP], y [HRP-1]. son la
concentracion inicial de HRP y concentracion la final de HRP-1,
respectivamente. [MtPrxQ Bieglo Y [MtPrxQ Boy]- son la concentracion inicial de
MtPrxQ B en cada condicion del ensayo y la concentracion final de MtPrxQ By,
respectivamente. Esta Ultima concentracion se calcula a partir de la diferencia

entre la concentracion de peroxinitrito usada en el ensayo y la [HRP-1]..

En el segundo ensayo de competencia, se siguié la aparicién de 7-OH-
cumarina, el producto de la reaccion entre el CBA (1 uM) y el peroxinitrito (0.2
uM), por fluorescencia de (Aex= 332 nm, emision de fluorescencia total) en
presencia y ausencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B reducida

(435, 444), como se ejemplifica en el siguiente esquema de reacciones,

CBA 7-OH-cumarina + ac. borénico + NO,"

Peroxinitrito
kMtPer B

MPxQB,,  MP™QB, +NOy

Este experimento de realiz6 en un fluorimetro de flujo detenido y dado
gue se utilizaron concentraciones de CBA y de MtPrxQ B, por lo menos 5 veces
mayores que peroxinitrito en el ensayo. Los datos experimentales se ajustaron
a una funcién exponencial simple obteniéndose las kops Y Se determind la kuipixo
s de la pendiente del grafico de kops €n funcién de la concentracion de MtPrxQ

B usada.

Determinacion de la cinética de reduccion de la MtPrxQ B por la
MtTrx C y MtTrx B. Para determinar la constante de reduccion de la MtPrxQ B
por la MtTrx C o B, se mezclo MtTrx C (0.8 pM) o MtTrx B (0.4 uM) con
concentraciones crecientes y en exceso de MtPrxQ B oxidada en el fluorimetro
de flujo detenido. Los registros de fluorescencia se ajustaron a un decaimiento
exponencial simple obteniéndose las kqps. La constante de velocidad de la
reduccion MtPrxQ B se obtiene de la pendiente del grafico de las kgps €n

funcion de la concentracion MtPrxQ B oxidada utilizada (243).
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Comportamiento hidrodinamico de la MtPrxQ B. ElI PM de la MtPrxQ
B reducida u oxidada en solucién fue determinado por dispersion de luz
multiangular (MALS, multiangle ligth scattering). La enzima reducida contenia
TCEP (2 mM) y la enzima oxidada (como se describe arriba) en una
concentracion de 1 mg/mL se prepararon en amortiguador Tris—clorhidrico (50
mM) mas cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4. Las muestras fueron centrifugadas
a 16,000 rpm a 4 °C antes de la inyeccion en un sistema de cromatografia de
exclusion molecular (Size-exclusion chromatography, SEC-FPLC) que utiliza
una columna Superose 12 (GE Healthcare) acoplada a detectores de radiacion
UV y MALS (Wyatt Technology). La columna fue equilibrada con amortiguador
Tris-clorhidrico (50 mM) mas cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4, a temperatura
ambiente. El flujo del sistema fue ajustado a 0.3 mL/min y el volumen de la
inyeccion fue 100 pL. El analisis de los datos experimentales fue realizado
usando el software Astra 6.0 (Wyatt Technology). Estos experimentos se
realizaron en el Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas “Prof. Alejandro
C. Paladini” (IQUIFIB), Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de

Buenos Aires, en colaboracién con los Drs. Javier Santos y Diego S. Vazquez.

Espectroscopia de dicroismo circular de la MtPrxQ B. La elipticidad
de la MtPrxQ B reducida u oxidada fue evaluada usando una
espectropolarimetro (Jasco Corporation, Jap6n) equipado con un dispositivo
para controlar la temperatura. Se prepararon muestras en amortiguador Tris-
clorhidrico (50 mM) méas cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4 y 25 °C. La
concentracion final de proteina de las muestras fue 10 y 50 uM para realizar los
espectros en el UV-lejano y UV-cercano en un rango de 200-250 y 240-340
nm usando cubetas de paso Optico de 0.1 y 1 cm, respectivamente. Se
registraron 5 espectros a una velocidad de escaneo de 50 nm/min para luego
realizar un promedio. El espectro del amortiguador fue suavizado y restado al
espectro promedio de cada muestra. Finalmente, los espectros son expresados

en valores de elipticidad molar ([8]) a partir de siguiente Ec. 4,

[0](deg dmol~*cm™2) = tPrxQ B] (MD)Lp.10 Ec. 4

definiendo 8 como la elipticidad, [MtPrxQ B] como la concentracion de MtPrxQ

B utilizada en el ensayo, | como el paso optico de la celda en cm y p como el
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namero de enlaces peptidicos de la muestra. Estos experimentos también
fueron realizados en colaboracion con los Dres. Javier Santos y Diego S.

Vazquez.

Simulaciones de Dinamica Molecular clasica de la MtPrxQ B. Se
llevaron a cabo simulaciones de DM de la MtPrxQ B reducida y oxidada. Si bien
inicialmente se proponia que durante la realizacion de esta Tesis se
determinaria la estructura cristalogréafica de esta Prx, la misma fue resuelta por
otro grupo de investigacion (PDBp= 5EPF). Entonces, utilizamos dicha
estructura cristalografica como punto de partida para la enzima en su estado
reducido, en la cual se asume que la Cys44 es la Cp (de acuerdo a homologia
de secuencia con otras Prxs de la misma subfamilia, y verificado
posteriormente en esta Tesis), como tiolato. Para la MtPrxQ B oxidada se tomo
la totalidad de la estructura cristalogréafica reportada de la enzima reducida pero
se realiz6 un modelo por homologia de la hélice-a, (residuos 39 hasta el 64)
tomando como molde la estructura de la hélice-a, de la PrxQ de Aeropyrum
pernix en estado oxidado (PDBp= 2CX3) que, en el momento en que se
realizaron estos estudios, era una de las estructuras en estado oxidado de las
PrxQs con mayor homologia a la MtPrxQ B (37% de identidad, Figura E7). Se
eligié este segmento de la secuencia de la proteina para realizar el modelo por
homologia debido a que es la region donde ocurren los cambios mas
significativos durante la oxidacion (412). Se utilizo el software de online de
Swiss-Model (445) para realizar el modelo por homologia la regién. Las
estructuras de la MtPrxQ B reducida y oxidada fueron consideradas como
mondmeros, como indicaron los experimentos de MALS. Se siguio el mismo
protocolo de DM para cada uno de los sistemas. Brevemente, se aplico una
caja octaédrica de moléculas de agua TIP3P (283) de 12 A al sistema
emulando la solvatacion de la molécula. Todos los parametros de los residuos
de la proteina corresponden al campo de fuerza Amber parm99 (284). Todas
las simulaciones se realizaron en condiciones periddicas de frontera con un
valor de corte de 10 A y el método de sumas de Ewald (PME) para el
tratamiento de las interacciones electrostaticas. Las longitudes de enlace de
hidrogeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio utilizando el algoritmo

SHAKE, mientras que la temperatura y la presion se mantuvieron constantes
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con un termostato y baréstato de Langevin, respectivamente, tal como se aplica
en el programa AMBER12 (284). El sistema fue optimizado en 1000 pasos (10
en gradiente en pasos y el resto con gradiente conjugado). Entonces, fue
lentamente calentado de 0 a 300 K durante 20 picosegundos a presion
constante, con el termostato de Berendsen, y la presion se equilibré a 1 bar por
5 picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizé una simulacion de DM
larga de 10 nanosegundos a temperatura constante (300 K) y volumen
constante. También se llevaron a cabo simulaciones de DM sin restricciones de
100 nanosegundos en el ensemble NTP. Todas las visualizaciones de las
dinamicas y las representaciones de las moléculas fueron realizado con VMD
1.9.1 (291). Estos experimentos fueron realizados en colaboracion con los
Dres. Ari Zeida y Dario Estrin del Departamento de Quimica Inorganica,
Analitica y Quimica-Fisica and INQUIMAE-CONICET en Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad de Buenos Aires.

E.lll. RESULTADOS

Actividad peroxidasa de la MtPrxQ B dependiente de Trxs. Como se
muestra en la Figura E5A, la intensidad de fluorescencia intrinseca de la MtTrx
B reducida (10 puM) no fue afectada en forma significativa luego del agregado
de H,0O, (30 uM) en tiempos de ~1 minuto, como se esperaba considerando la
baja reactividad previamente reportada de este oxidante con la Trx de
Escherichia coli (k = 1.05 M™*s™ at pH 7.4-7.6 y 37 °C, (446)). Ante el
agregado de MtPrxQ B (1 uM), se observo una rapida disminucion de la
intensidad de la fluorescencia intrinseca de la MtTrx B, indicando que la
MtPrxQ B es capaz de catalizar la oxidacion de la MtTrx B dependiente de
H,O,. Ademas, se evaluo6 el consumo de H,O, (50 uM) por MtTrx B (10 uM) y
DTT (2 mM) mediante el método de FOX (213), observandose un consumo
lento de H,O, (-5 UM en el primer minuto) mientras que el agregado de MtPrxQ
B (2 uM) a la mezcla mostr6 un aumento de consumo de H,O, (30 uM en el
primer minuto) (Figura E5B). Bajo condiciones de consumo no catalitico,
utilizando MtPrxQ B reducida (20 puM) se vio un consumo rapido (< a 1 min) y

estequiométrico de H,O, (Figura E5C).

124



A MTrx B H:0: MPxQB B
| ' 100 {8
600 -»L..... ' v ~—
—~ e _ T
(1 [} 80 - - e
L ‘S e _ -MPxQB
=, 500 = “ ——a
9 ™
2 o}
c N -
G 400+ S 40
2 =
— [1+] ]
S 3004 o 2% * + MPQB
[V - 5
® o0 -
200 : , ; ; . : : . .
0 50 100 150 200 250 300 00 05 10 15 20 25 30 35
Tiempo (s) Tiempo (min)
100 4
= 80
]
c
— 604 "
o L]
O [ ]
T 40
-
20
=
0 . : : .
0 3 6 9 12 15

Tiempo (min)

Figura E5. Actividad catalitica de la MtPrxQ B. (A) Se representa el curso temporal de la intensidad de
fluorescencia intrinseca total de la MtTrx B reducida (10 pM) sola (primera flecha), después del agregado
de H20; (30 pM, segunda flecha) y la adicion de MtPrxQ B (1 uM, tercera flecha) en amortiguador fosfato
de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. La fluorescencia se registré en un fluorimetro
Aminco Bowman Series 2 luminescence. (B) Se representa el curso temporal del consumo de H,O, (50
UM) por MtTrx B (10 uM) mas DTT (2 mM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM), pH 7,4y 25 °C, en
presencia (rojo, cuadrado) y ausencia (negro, circulos) de MtPrxQ B (2 pM). Consumo de H;O; por la
MtPrxQ B en condiciones no cataliticas. (C) Se representa el curso temporal de consumo de H,0; (50
UM) en presencia de MtPrxQ B reducida (20 uM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM), pH 7,4 y 25
°C. El % de H20; inicial se midi6 por el método de FOX.

Alternativamente, la MtPrxQ B (0.2 uM) también cataliz6 la oxidacion de
la MtTrx C (10 pM) dependiente de H,O, (10 pM), evidenciado por la
disminucion de fluorescencia intrinseca de la MtTrx C (Figura E6A). Tomando
ventaja de este cambio de fluorescencia y alternativamente midiendo el
consumo del ROOH por método de FOX, se pudo realizar una evaluacion
primaria de la especificidad por sustrato oxidante de la MtPrxQ B. Por ejemplo,
la adicion de MtPrxQ B no caus6 una disminucion en la fluorescencia de MtTrx
C en presencia de Co-OOH (10 pM) solubilizado (Figura E6A). Se realizaron

controles para descartar que la adicion de deoxicolato de sodio al amortiguador
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como forma de solubilizar el Co-OOH inactivara a la MtPrxQ B utilizando H,0,
como sustrato oxidante. Concomitantemente, el agregado de MtPrxQ B a una
mezcla de Co-OOH (50 uM) solubilizado, MtTrx C (10 uM) y DTT (2 mM) en
amortiguador fosfato de sodio (50 mM) mas deoxicolato de sodio (10 mM), no
aumento el lento consumo del oxidante (Figura E6B). Entonces, el Co-OOH
solubilizado no es un sustrato oxidante de la MtPrxQ B. Por otro lado, la
MtPrxQ B (1 pM) catalizé la oxidacion de la MtTrx C (10 uM) por hidroperoxidos
organicos artificiales, t-bOOH (10 pM) y el Cu-OOH (10 uM) (Figura E6C)
observandose que la velocidad fue un 50% y 130% en comparacion con el

H.O, (10 puM), respectivamente.
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Figura E6. Estudio de la especificidad por sustrato oxidante de la MtPrxQ B. (A) Curso temporal del
cambio de fluorescencia intrinseco de MtTrx C (10 uM) en presencia de MtPrxQ B (1 pM) y H,O, (10 uM)
(trazo negro); o H,O, (10 pM) mas deoxicolato de sodio (10 mM) (trazo rojo); o con Co-OOH (10 pM)
solubilizado en deoxicolato de sodio (concentracion final 2 mM) (trazo azul). La fluorescencia se registro
en un fluorimetro de flujo detenido (Aexe= 295 Nm, emision de fluorescencia total). (B) Curso temporal del
consumo de Co-OOH (50 uM) solubilizado en deoxicolato de sodio (10 mM) por MtTrx C (10 uM) y DTT (2
mM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM), pH 7.4 y 25 °C, en presencia (rojo, cuadrado) y ausencia
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(negro, circulos) de MtPrxQ B (2 uM). El deoxicolato de sodio no interfiere con actividad peroxidasa de
MtPrxQ B con H>O; (50 uM), ni con la cuantificacion de ROOH por el método de FOX (azul, tridngulos y
verde, triangulo invertido). (C) Curso temporal del cambio de fluorescencia intrinseco de MtTrx C (10 pM)
en presencia de MtPrxQ B (1 uM) y H2O; (10 pM) (linea negra) o t-BOOH (10 pM) (linea roja) o Cu-OOH
(10 pM) (linea verde). La fluorescencia se registr6 en un fluorimetro de flujo detenido (Aexe= 295 nm,
emision de fluorescencia total). Las lineas punteadas negras representan los ajustes a rectas en cada una
de las condiciones. Inserto: histograma que muestra el % de actividad, tomando como 100% la pendiente

del cambio de fluorescencia en presencia de H>O-.

Para determinar si MtPrxQ B actia como una Prx de 1l-cisteina o 2-
cisteinas, se evalud la actividad peroxidasa de las formas mutantes en cada
uno de los Unicos dos residuos de Cys de la MtPrxQ B. Estos dos residuos
estdn separados por cuatro residuos en la hélice-a, y un andlisis por la
homologia de secuencia indic6 que Cys44 y Cys49 corresponderian a la Cp y
Cr, respectivamente (Figura E7).

PDBp
mMtPrxQ B (5EPF) ----MKTGDTVADFELPDQTGTPRRLSVLLS-DGPVVLFFYPAAMTPGCTKEA@HFRDLA
EcBCp (n.s) -MNPLKAGDIAPKFSLPDQDGEQVNLTDFQG-QR-VLVYFYPKAMTPGCTVQABGLRDNM
SsBcpl (3RDN) ---MVKVGDKAPLFEGIADNGEKISLSDYIG-KHNIVLYFYPKDDTPGCTRE FRDNW
ApPPrxQ (2CX4) MKGLVELGEKAPDFTLPNQDFEPVNLYEVLKRGRPAVLIFFPAAFSPVCTKEL@TFRDKM
StPrxQ (2YWN) -GHMVEIGELAPDFELPDTELKKVKLS-ALK-GKVVVLAFYPAAFTQVCTKEMETFRDSM
SsBcp4 (3HIP) ---MVEIGEKAPEIELVDTDLKKVKIPSDFK-GKVVVLAFYPAAFTSVCTKEM@TFRDSM
MtPrxQ B KEFAEVRASRVGISTDPVRKQAKFAEVRRFDYPLLSDAQGTVAAQFGVKRG---LLGKLM
EcBcCp DELKKAGVDVLGISTDKPEKLSRFAEKELLNFTLLSDEDHQVCEQFGVWGEKSFMGKTYD
SsBcpl DLLKDYDVVVIGVSSDDINSHKRFKEKYKLPFILVSDPDKKIRELYGAKG-------~- FI
APPrxQ AQLEKANAEVLAISVDSPWCLKKFKDENRLAFNLLSDYNREVIKLYNVYHEDL-KG-LKM
StPrxQ AKFNQVNAVVLGISVDPPESNKAFKEHNKLNFTILSDYNREVVKKYNVAWEFP-ALPGYV
SsBcp4 AKFNEVNAVVIGISVDPPESNKAFKEQNKINFTIVSDENREAVKAYGVAGELP-ILKGYV
MtPrxQ B PVKRTTFVIDTDRKVLDVISSEFSMDA-HADKALATLRAIRSG---
EcCBCp GIHRISFLIDADGKIEHVFD-DFKTSN-HHDVVLNWLKEHA-----
SsBcpl LPARITFVIDKKGIIRHIYNSQUNPAN-HVNEALKALKQIKEEEIS
APPrxQ VAKRAVFIVKPDGTVAYKWVTDNPLNEPDYDEVVREANKIAGELVA
StPrxQ LAKRAVFVIDKEGKVRYKWVSDDPTKEPPYDEIEKVVKSLS-----
SsBcp4 LAKRSVFVIDKNGIVRYKWVSEDPTKEPNYDEIKDVVTKLSLE---

Figura E7. Alineacion de secuencias entre MtPrxQ B y EcBcp, SsBcpl (PrxQs monoméricas) y
ApPrxQ, StPrxQ, SsBcp4 (PrxQs diméricas) utilizando el software ExXPASY CLUSTALW. Se marcan
los residuos conservados del Motivo PXXX(T/S)XXCpy la R de la tétrada catalitica en amarillo. La Cr se
resalta en rojo. En celeste, se resaltan los residuos no polares y aromaticos responsables de la mayoria
de las interacciones de la interface de las PrxQs diméricas y los residuos en posiciones correspondientes
en la MiPrxQ B y en las PrxQs monoméricas. Las secuencias representadas en el alineamiento
corresponden a PrxQs monomeéricas de E. coli (EcBcp) y Sulfolobus solfactaricus (SsBcpl) y a las PrxQs
diméricas de Aeropyrum pernix (ApPrxQ), Sulfolobus tokodaii (StPrxQ) y Sulfolobus solfactaricus
(Ssbcp4).
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En la Figura E8 se muestra la actividad peroxidasa de la MtPrxQ B C44S
y C49S en presencia de MtTrx C reducida (10 uM) y H,O, (10 uM). En el caso
de la C44S no sé observé una disminucion en la intensidad de fluorescencia de
la MtTrx C, lo que indica una falta total de actividad de este mutante,
asumiéndose que la Cys44 es la Cp. En el caso de la C49S mostré una
actividad ~60% menor en comparacion con la MtPrxQ B WT, consistente con el
papel de Cys49 como la Cg, cuyo rol es menos crucial en la catalisis, como se
demostré anteriormente para muchos otras Prxs de 2-cisteinas, incluyendo las
PrxQs de Escherichia coli y Xanthomonas campestris (243, 414, 417). Asi, en
ausencia de la Cg, el Cp-SO puede ser reducido, aunque de manera menos
eficiente, por mecanismos alternativos que también involucran a MtTrx C como
sustrato reductor. Estos resultados son consistentes con los datos que indican
qgue los miembros de la subfamilia PrxQ puede funcionar también como Prxs de
1-cisteina (447, 448).
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Figura E8. Actividad de peroxidasa de las versiones WT, C44S, C49S de la MtPrxQ B. Curso
temporal del cambio de fluorescencia intrinseca de la MtTrx C reducida (10 uM) en presencia de H,O; (10
uM) ante el agregado de MtPrxQ B (0.2 uM) WT (trazo negro), C44S (trazo rojo) o C49S (trazo verde) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. La fluorescencia se registré

en un fluorimetro Aminco Bowman Series 2 luminescence (Aex= 295 nm, Aem= 335 nm).

Determinaciones cinéticas de la oxidacion de MtPrxQ B por

diferentes sustratos.

Oxidacién por H,O, y 15-HpETE. Habiendo probado la actividad
peroxidasa de la MtPrxQ B con hidroperoxidos organicos artificiales, como t-
bOOH y Cu-OOH, también se evalud la reactividad con un AG-OOH, el 15-
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HpETE, un posible sustrato natural. En la Figura E9A se muestra los cursos
temporales de la disminucion de fluorescencia intrinseca (Aexe= 295 nm,
emision de fluorescencia total) que ocurre durante la oxidacion de la MtTrx C
(10 pM) por H,0, o0 15-HpETE (10 pM) catalizada por MtPrxQ B (0.5 uM). El
cambio en la intensidad de la fluorescencia fue mucho mas rapido cuando se
utilizé6 15-HpETE como sustrato oxidante en comparacion con el H,O; en la
misma concentracion. Se realiz6 un analisis de estado estacionario usando la
ecuacion de Dalziel (Ec. 2) para determinar la eficiencia catalitica de la MtPrxQ
B por H,O, 0 15-HpETE. Las pendientes obtenidas del grafico de Dalziel por un
ajuste lineal tienen un valor similar cuando la concentracion de MtTrx C
aumento (Figura E9B y E9C), como se esperaba para una enzima que cumpla
con un mecanismo bisustratico del tipo ping-pong, como ya se ha descripto
para las Prxs (169). Del inverso del valor de la pendiente se estimé un valor
para la constante de velocidad para la oxidacion de la MtPrxQ B por H,O, de
(6.0 £ 1.0) x 10° M"'s™ y 15-HpETE de (3.0 £ 0.5) x 10° M™'s™, a pH 7.4 y 25
°C.
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Figura E9. Andlisis cinético de estado estacionario de la oxidacién de MtPrxQ B por H;O; y 15-
HpETE. (A) Curso temporal de la intensidad de fluorescencia intrinseca total de la MtTrx C reducida (10
UM) en presencia de MtPrxQ B (0.5 uM) al mezclarse réapidamente con H>O; (10 uM) o 15-HpETE (10 pM,
trazo azul) utilizando un fluorimetro de flujo detenido (Aexe= 295 nm, emisién de fluorescencia total). (B)
Grafico de Dalziel derivado de la oxidacién de MtPrxQ B por H,O utilizando MtTrx C como sustrato
reductor. Se incub6 MtTrx C reducida (2.5 pM, cuadrados; 7.5 pM, triangulos; 10 uM circulos) con
diferentes concentraciones de H,O, en presencia de MtPrxQ B en amortiguador fosfato de sodio (100
mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. La velocidad inicial de las reacciones se normaliz6 por la
concentracién de MtPrxQ B utilizada. (C) El mismo analisis que en B) pero usando 15-HpETE como
sustrato oxidante a diferentes concentraciones de MtTrx C (2.5 uM, cuadrados; 5 uM, tridangulos; 10 yM,

circulos).

Una vez determinadas las constantes de reaccion para H,O, y 15-
HpETE, realizamos experimentos adicionales para confirmar estos valores para
por ensayos cinéticos de competencia. La oxidacion de la MtPrxQ B por H,0-
no fue lo suficiente rapida como para competir con la oxidacion de HRP a HRP-
1 (k=2 x 10" M's™, pH 7.4 (449)), incluso cuando se utilizé6 una concentracion
17 veces mayor de MtPrxQ B (17 uM) que HRP (1 uM) como se muestra en la
Figura E10A. En el caso de 15-HpETE, utilizamos un ensayo de competencia
con MtAhpE, que se oxida rapidamente por este sustrato disminuyendo su
fluorescencia intrinseca (2 x 10® M's®, pH 7.4 y 25 °C (213)). Como se
muestra en la Figura E10B, se necesita de una concentracion 10 veces mayor
de MtPrxQ B (20 pM) en comparacion de la MtAhpE (2 pM) para inhibir en
forma apreciable el cambio de fluorescencia de la MtAhpE causado por su
oxidacion por 15-HpETE (2 uM), lo que estd de acuerdo con el valor de
constante determinada, que es 60 veces mayor para la MtAhpE que para
MtPrxQ B. Este ensayo se utilizO para determinar la constante de velocidad de
la reaccion entre diferentes AG-OOH con una peroxidasa de Xylella fastidiosa
especifica para estos sustratos, la Ohr, (293). Estos 2 experimentos confirman
los valores determinados de constante de velocidad para la reduccion de estos
2 sustratos oxidantes por la MtPrxQ B en los experimentos de cinética de

estado estacionario.
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Figura E10. Confirmacion de la cinética para la reduccion de H>O, y 15-HpETE por la MtPrxQ B. (A)
Curso temporal de la formacién de HRP-1 producto de la oxidacion de HRP (1 uM) causada por el H20; (1
UM) en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B reducida (17 pM) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registro la absorbancia
a 398 nm en un espectrofotémetro de flujo detenido. (B) Espectro de emisién de la MtAhpE reducida (2
pUM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C antes (trazo negro) y
después de agregarle 15-HpETE solo (2 pM, trazo rojo) y en presencia de MtPrxQ B reducida (5 pM, trazo
azul y 20 pM, trazo gris). La fluorescencia se registr6 en un fluorimetro Aminco Bowman Series 2

luminescence (Aex= 295 Nnm, Aem= 335 nm).

Debido a la limitaciébn en cuanto a las concentraciones de MtTrx C que
se podian purificar para utilizar en el ensayo, no fue factible poder realizar
graficos secundarios derivados del andlisis de Dalziel para obtener
determinaciones cinéticas del paso de reduccion realizando este tipo de ensayo
de estado estacionario. Por esta razdn y demostrando que el mecanismo
catalitico de la MtPrxQ B es del tipo ping-pong, realizamos las siguientes
determinaciones cinéticas en condiciones no cataliticas con el fin de analizar el

paso oxidativo y el paso reductor del ciclo de manera independiente.

Oxidacién por peroxinitrito. El peroxinitrito sélo decae por homolisis con
una constante de velocidad de 0.3 s™* a pH 7.4 y 25 °C (450), como se observa
en la Figura E11 (linea negra). El decaimiento de peroxinitrito (16 pM) se
aceler6 en presencia de MtPrxQ B reducida (16 pM) (Figura E11), lo que
confirma la capacidad peroxinitrito reductasa de la enzima. La velocidad inicial
(Vo) del decaimiento de peroxinitrito en presencia de MtPrxQ B reducida esta

dada por la Ec.5.
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Vo = k . [peroxinitrito] . [MtPrxQ B] Ec.5

Del ajuste lineal en los primeros 20 milisegundos del decaimiento de
peroxinitrito en presencia de enzima y considerando las concentraciones
iniciales de reactivos empleados, se calculé la constante de velocidad de la
oxidacién de MtPrxQ B por el peroxinitrito de 5 x 10° M*s™ a pH 7.4 y 25 °C.
No hubo un decaimiento apreciable de peroxinitrito en ausencia de la enzima
durante el mismo periodo de 20 ms. El valor de constante calculado es
probablemente subestimado, ya que con una la velocidad observada de
decaimiento del peroxinitrito (127 uMs™) e incluso durante los primeros 20
milisegundos de reaccion, las concentraciones iniciales de los reactivos habrian
disminuido mas del 10%. Por lo tanto, para explorar mejor la cinética de la

reaccion utilizamos ensayos de competencia.

16
=12
=
)
= 84 -MPrxQ B
=
x
o
o 4
a,

01 +mPrxaB

0 3 6 9 12
Tiempo (s)

Figura E11. Actividad de peroxinitrito reductasa de MtPrxQ B. Curso temporal del decaimiento de
peroxinitrito en ausencia (trazo negro) y presencia de MtPrxQ B reducido (16 pM, trazo rojo) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registro la absorbancia
a 310 nm en un espectrofotdémetro de flujo detenido.

En el primer ensayo de competencia, la MtPrxQ B y HRP compiten por el
peroxinitrito. La rapida mezcla de HRP (2 uM) y peroxinitrito (1 yM) en ausencia
de MtPrxQ B causé la formacion estequiométrica de HRP-1. En presencia de
concentraciones crecientes de MtPrxQ B, hubo una disminucién en los
rendimientos de formacion de HRP-1 (Figura E12). A partir del andlisis cinético

de los datos (explicados en Materiales y Métodos) se determind una constante
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de velocidad de segundo orden de la reduccion de peroxinitrito por la MtPrxQ B
de (1.4 +0.3) x 10° M s apH 7.4y 25 °C.
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Figura E12. Ensayo cinético de competencia entre HRP y la MtPrxQ B por el peroxinitrito. (A) Curso
temporal de la formacion de HRP-1 producto de la oxidacién de HRP (2 uM) causada por el peroxinitrito (1
UM) en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B reducida (0.0 uM trazo negro,
1.0 uM trazo rojo, 1.5 pM, 2.5 pM trazo verde, 5.0 uM trazo azul) en amortiguador fosfato de sodio (100
mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registrd la absorbancia a 398 nm en un espectrofotometro
de flujo detenido. B. Se representa la concentracion de HRP-1 formada frente a la concentracion MtPrxQ
(B) La linea continua representa el rendimiento de formacién de HRP-1 simulados en el programa
GEPASI (389) evaluando las reacciones del ensayo de competencia representadas en el esquema de
reacciones de Materiales y Métodos, considerando las concentraciones iniciales de los reactivos, la
constante de velocidad de la oxidacién de HRP por peroxinitrito como 3 x 10° M*s™t y la constante de

velocidad de la oxidaciéon de MtPrxQ B calculada a partir de la Ec. 3 (1.4 x 10° M_ls_l).

Alternativamente, se realiz6 un ensayo de competencia entre el CBA y la
MtPrxQ B por el peroxinitrito. La presencia de concentraciones crecientes de
MtPrxQ B provoca una disminucion de la formacion de 7-OH-cumarina y un
aumento en la kops del proceso (Figura E13). Del ajuste lineal del grafico de Kops
vs la concentracion de MtPrxQ B se obtuvo una pendiente correspondiente a la
constante de velocidad de segundo orden para la oxidacion de MtPrxQ B por
peroxinitrito de (6.6 + 0.1) x 10° M™'s™ a pH 7.4 y 25 °C. El intercepto con el
eje Y del ajuste lineal representa la constante de velocidad observada la
reaccion entre peroxinitrito y CBA (1 uM) en ausencia de MtPrxQ B, del cual se
obtiene una constante de velocidad de 1.8 x 10° M™'s™ que es similar aunque
algo superior al valor reportado previamente de (1.1 + 0.2) x 10° M~*s™ a pH
7.4y 25 °C (435).
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Figura E13. Ensayo cinético de competencia entre el CBA y la MtPrxQ B por el peroxinitrito. Curso
temporal de la formacion de 7-OH-cumarina después de mezclar CBA (1 uM) y peroxinitrito (0.2 uM) en
ausencia o en presencia de MtPrxQ B reducida (3.6 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas
DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. En el recuadro muestra una gréafica de las constantes de velocidad
observadas de la formacion de 7-OH-cumarina en funcién de la concentracion de MtPrxQ B. Se registro la

fluorescencia en un fluorimetro de flujo detenido (Aexc= 332 nm, emisién total).

Cinética de la reduccion de MtPrxQ B por MtTrx B y MtTrx C. Como
ya se mencioné en la introduccion general, los sustratos reductores de las
PrxQs de 2-cisteinas son generalmente Trxs, que puede reciclar el enlace
disulfuro en la forma oxidada de PrxQs a expensas de TR/NADPH (418-420).
La incubacién de MtTrx C reducida y un exceso MtPrxQ B oxidada causé una
rapida disminucion de la intensidad de fluorescencia intrinseca de la MtTrx C.
Los cursos temporales del cambio de fluorescencia se ajustaron a
decaimientos exponenciales simples, de las cuales se obtuvieron las kgps a
diferentes concentraciones de MtPrxQ B (Figura E14A). Del ajuste lineal del
grafico keps VS la concentracion de MtPrxQ B se obtuvo una pendiente
correspondiente a la constante de velocidad de segundo orden para la
reduccién de la MtPrxQ B por MtTrx C de (1.0 £ 0.4) x 10° M™'s™  a pH 7.4y 25
°C. De la misma forma, determinamos que la MtTrx B redujo MtPrxQ B con
una constante de velocidad de (5.0 + 0.1) x 10° M™*s™ a pH 7.4 y 25 °C (Figura
E14B).
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Figura E14. Cinética de la reduccién de MtPrxQ B por MtTrx C y MtTrx B. (A) Curso temporal del
cambio de la intensidad de fluorescencia intrinseca de la MtTrx C reducida (0.8 yM) cuando se mezcla
con MtPrxQ B oxidado (2.9 uM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y
25 °C. El cambio de fluorescencia se registr6 en un fluorimetro de flujo detenido (Aexc= 295 nm, emision
total). La linea discontinua representa el ajuste a una curva exponencial. En el inserto se muestra el
efecto del aumento de la concentracion de MtPrxQ B en las kops del cambio de fluorescencia. (B) Curso
temporal del cambio de la intensidad de fluorescencia intrinseca de MtTrx B reducida (0.4 uM) cuando se
mezcla con MtPrxQ B oxidado (1.5 pM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM),
pH 7.4 y 25 °C. El cambio de fluorescencia se registré en un fluorimetro de flujo detenido (Aexc= 295 nm,
emision de fluorescencia total). En el inserto se muestra el efecto del aumento de la concentracion de
MtPrxQ B en las kops del cambio de fluorescencia.

Influencia del estado redox de la MtPrxQ B en la estructura de la proteina.

Comportamiento hidrodinamico de la MtPrxQ B en estado reducido y oxidado
en solucién. Los miembros de la subfamilia PrxQ se comportan como
monomeros o dimeros en solucion. La estructura reportada de la MtPrxQ B
reducida (PDBp= 5EPF) indicé que es un mondmero en el cristal y hasta la
fecha, no se ha reportado la estructura de la forma oxidada de la enzima.
Entonces, para determinar el estado oligomérico de la MtPrxQ B reducida y
oxidada en solucion realizamos experimentos de MALS. La Figura E15 muestra
los perfiles de elucion de la MtPrxQ B reducida (en presencia de TCEP (2 mM))
y oxidada. En ambos casos el perfil de elucion fue similar y predominantemente
monomeérico para los 2 estados de la enzima, determinandose un PM de 16.8 +
08 y 179 + 1.6 KDa obtenido para MtPrxQ B reducida y oxidada,
respectivamente, que esta de acuerdo con la masa tedrica de 19,470 Da por
subunidad obtenida del analisis de la secuencia polipeptidica. Ademas, los
perfiles de elucién bien definidos sugieren la presencia de una poblacién

homogénea en solucién para ambas condiciones, lo que refleja que el estado
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de redox no altera el estado oligomérico de la proteina como lo reportado para
otros miembros de la familia de Prxs (199, 279) ni la conformacién global de
MtPrxQ B.
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Figura E15. Comportamiento hidrodindmico de la MtPrxQ B reducida y oxidada. Se muestra los
cromatogramas de MtPrxQ B reducida (en presencia de TCEP 2 mM, linea negra) y oxidada (linea roja)
(48 pM) en amortiguador Tris-clorhidrico (50 mM) mas cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4 a 25 °C. La
determinacion del PM de la MtPrxQ B reducida y oxidada se indica mediante circulos negros y cuadrado
rojo, respectivamente. La linea gris no continua indica peso tedrico obtenida por el analisis de la

secuencia polipeptidica de 19,470 Da. En ambos casos el flujo se fijé en 0.3 mL/min.

Cambio en la conformacion durante la oxidacion de la MtPrxQ B. Con el fin de
evaluar el cambio conformacional asociado a la oxidacion de la MtPrxQ B, se
realizaron experimentos de dicroismo circular (DC) observandose los espectros
en el UV lejano y cercano (Figura E16A y E16B, respectivamente) de la enzima
en estado reducido y oxidado. Durante la oxidacion de la MtPrxQ B, el espectro
de DC en el UV lejano mostrd una pérdida significativa de la sefal negativa a
208 nm y un ligero corrimiento de la banda negativa de 220 nm a 218 nm, que
es compatible con una ganancia sefal de una estructura desplegada (451),
resultado que concuerda con la forma del espectro diferencial (Figura E16A,
linea azul discontinua) que resulta de la resta entre los espectros
correspondientes a los estados reducido y oxidado. Los datos a A <200 nm
fueron demasiado ruidosos, lo que excluye el analisis de esa region de los
espectros de DC en el UV lejano (Figura E16A), por lo que no se pudo calcular
el contenido preciso de motivos de estructura secundaria de la proteina en

estado reducido y oxidado.
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Figura E16. Cambios estructurales durante la oxidacion de la MtPrxQ B. Espectros de DC en el UV
lejano (A) y cercano (B) de la MtPrxQ B en estado reducido (en presencia de TCEP, linea negra) y en
estado oxidado (rojo linea) en amortiguador Tris-clorhidrico (50 mM) més cloruro de sodio (75 mM), pH
7.4 a 25 °C. También se muestra la adicion posterior a la oxidacién de un exceso de TCEP a la enzima
oxidada (verde linea). Ademas, se muestra el espectro diferencial entre los estados reducido y oxidado
(linea de trazo azul en A)) que es compatible con el espectro de una estructura desplegada. Las
concentraciones de enzima utilizadas fueron 10 yMen Ay 50 uM en B.

En general, los cambios observados en los espectros son compatibles
con reportes previos que indican que se produce un despliegue parcial de la
hélice-a, durante la transicion FF—LU de PrxQs que presentan la Cr en la
hélice-a, (412) que fue evidente cuando se comparan las simulaciones de DM

de la enzima en estado reducido y oxidado (Figura E17).
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Figura E17. DM de la MtPrxQ B en estado reducido y oxidado. Comparacién del contenido de hélice-a
(en %) en funcion del tiempo para los estados reducido y oxidado, calculados para simulaciones durante
100 nanosegundos.

Ademas, en los espectros de DC en el UV cercano se evidencia cambios
en el ambiente alrededor de residuos aromaticos por la pérdida de las sefiales
a 268, 278 y 285 nm correspondientes a estos residuos (principalmente, Phe y
Tyr) tras la oxidacion (Figura E16B). El agregado de agentes reductores fue
capaz de revertir estos cambios, como se muestra en la linea verde sélida en
las Figura E16A y E16B en los espectros de DC en el UV lejano y cercano,

respectivamente.

Con el fin de obtener una vision atomistica detallada sobre este cambio
conformacional, se realizaron simulaciones de DM de ambos estados redox de
la enzima. Una superposicion de estructuras representativas de ambos estados
se presenta en la Figura E18A. El cambio conformacional que acompania a la
oxidacion de MtPrxQ B mostrd la exposicion de varios aminoacidos, incluidos
los residuos de Cys, para establecer una estructura de lengleta hacia afuera
del nucleo de la proteina al formarse el disulfuro (Figura E18A). Ciertamente, el
microambiente que rodea a ambos cisteinas se encontr0 bastante
distorsionado. Entre estos cambios, cabe destacar que una serie de residuos
aromaticos en la proximidad del sitio activo, sufrieron importantes cambios
rotacionales de las cadenas laterales, lo que llevé a un importante aumento en
la exposicion al solvente de estos residuos (Figura E18B y E18C). Este efecto
fue cuantificado al calcular el SASA para los residuos aromaticos

seleccionados, mostrando un significativo aumento de este valor durante la
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oxidacion de la enzima (Figura E18D). En particular, el efecto principal se
puede explicar en términos generales al observar solo los residuos Phe51,
Tyr36 y Tyr87, que son los que mostraron los cambios mas significativos. La
modificacion en el microambiente de los residuos aromaticos durante la
oxidacion, esta de acuerdo con los cambios en los espectros de DC en el UV

cercano que se presentaron anteriormente (Figura E16B).

' Reducida
== Oxidada

Reducida Oxidada

Figura E18. Andlisis del cambio en la estructura de la MtPrxQ B tras la oxidacion. (A) Superposicién
de las estructuras representativas de la MtPrxQ B en estado reducido (cian) y oxidado (magenta) de
obtenidos por simulaciones de DM. (B) y (C) vistas cercana del sitio activo y del microentorno que rodea
los residuos de Cys cataliticos. Se resaltan los residuos aromaticos (Phe y Tyr). (D) SASA de residuos de
Phe y Tyr cercanos al sitio activo, calculada a partir de las DM. Los valores promedio y las desviaciones
estandar corresponden a la sumatoria de SASA de los residuos Phe34, Tyr36, Phe51, Phe79, Phe85 y
Tyr87.

E.IV. DISCUSION

A partir de las bases de datos del genoma del Mtb, la MtPrxQ B era
consideraba como una Prx de la subfamilia PrxQ/BCP (http://genoma.tbdb.org;
http://tuberculist.epfl.ch), aunque la caracterizacion funcional de esta como
peroxidasa no se habia realizado hasta el momento de esta Tesis. En las
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Figura E5 y E6 se muestra la actividad peroxidasa de MtPrxQ B recombinante.
Como se esperaba, segun la comparacién entre secuencias con otras PrxQs, la
MtPrxQ B funciona como una Prx de 2-cisteinas (Figura E8), siendo la Cys44 la
Cp, que es completamente esencial para la actividad, mientras que Cys49
actua como Cg, y como para muchas otras Prx de 2-cisteinas e incluso la Bcpl
de Sulfolobus solfataricus, la actividad catalitica disminuyéd de manera

considerable pero no se perdid completamente en su ausencia (243, 416, 452).

La MtPrxQ B fue capaz de -catalizar la reduccién de diferentes
hidroperoxidos que incluyen H,O,, AG-OOH (Figura E9), t-bOOH, Cu-OOH
(Figura E6) y peroxinitrito (Figura E11, E12, E13), pero las determinaciones
cinéticas indican una preferencia por los AG-OOH seguido por el peroxinitrito,
mientras que la reduccién de H,O, fue mucho mas lenta (Tabla E1). La enzima
no fue capaz de catalizar la reduccion del Co-OOH (Figura E6A y E6B). La
reduccion de H,O, por la MtPrxQ B fue igual de rapida o ~10 veces mas lento
qgue la determinada para otras PrxQs, con la excepcion de la PrxQ de Xylella
fastidiosa que cataliza la rapida reduccién de H,O, y es capaz de competir la
HRP (418). La MtPrxQ B no fue capaz de inhibir la reducciéon de H,O, por HRP
(Figura E10A), ya que la constante de velocidad determinada para la MtPrxQ B
por cinética de estado estacionario (Figura E9B) fue ~10° veces mas lenta que
para HRP (6 x 10° vs 2 x 10’ M~*s™ (449)). Respecto al peroxinitrito, MtPrxQ B
fue capaz de catalizar su reduccion de manera tan eficiente como la XfPrxQ
(418), la unica PrxQ cuya reactividad con este oxidante habia sido determinado
hasta el momento de la realizacién de esta Tesis. Un punto a destacar es que
aunque varios reportes indicaron que las PrxQ no son especialmente reactivas
con los hidroperéxidos organicos artificiales (t-bOOH y Cu-OOH), si se ha
indicado una preferencia por AG-OOH para varios miembros de esta
subfamilia, aunque los valores constantes de velocidad reportados son escasos
(Tabla E1). De hecho, Liao y colaboradores al analizar las estructuras de
diferentes estados redox de la PrxQ de Xanthomonas campestris que co-
cristalizaban con pequefias moléculas de caracter hidrofébico, propusieron un
modelo para las interacciones de un bolsillo hidrofébico de la enzima con la
cadena alquilica de hidroperdxidos de 16 (o mas) atomos de carbono (414). Al
igual que MtPrxQ B, la reactividad de la XcPrxQ con Cu-OOH y H,0, es similar,
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~3 x 10* M7's™, (274). Desafortunadamente, la reaccién de XcPrxQ con AG-
OOH no se investig6. En general, la escasez de datos cinéticos impide
establecer una relacion entre las propiedades estructurales de PrxQs (por
ejemplo, ausencia/presencia y localizacion de Cg) y especificidad de sustrato
(Tabla E1). La MtPrxQ B cataliza rapidamente la reduccion del 15-HpETE,
como se muestra en la Figura E9, determinandose por cinética de estado
estacionario una constante de velocidad para esta reaccion de (3 + 0.5) x 10°
M?s™. Este valor esta de acuerdo con los resultados de los experimentos de

competencia con MtAhpE (Figura E10B).

Tabla E1. Especificidad por sustrato oxidante de los miembros de la

subfamilia PrxQ.

PrxQ Kh202 Kt-booH Kcu-00H KaG-00H Kperoxinitrito Ref.
(M-ls-l) (M-ls-l) (M-ls»l) (M-ls»l) (M-ls-l)
MtPrxQ B 6 x 10°* ND® ND® 3x10% 1.4 x 10°¢ Esta
6.6 x 10°° Tesis
EcPrxQ* 1.6 x 10° 2.3 x 10° 1.2 x 10" ND ND (420)
EcPrxQ" 2.45 x 10° 8.5 x 10° ND 1.2 x 10* ND (411)
PtPrxQ° 8 x 10° 2.4 x10° 2.4x10* ND ND (419)
AtPrxQ" >> 1 > < ND (453)
Anasp PrxQ
1and 3' > 1 >> >>> ND (421)
XfPrxQ 3.4 x 10% 5.6 x 10* 5.3 x 10% ND (418)
45x10 1.04 x 10%¢
RsPrxQ" 3.3x10" ND 3.3 x 10* ND ND (447)
HpPrxQ" 1 1 ND > ND (422)
XcPrxQ" 3x10° ND 3x10° ND ND (274)
CgPrxQ 1.2 x 10* 4 x 10™ 3x 10" ND 1.3 x 10% (428)

Abreviaciones: Mt = Mycobacterium tuberculosis; Ec = E. coli; Pt = Populus trichocarpa; At = Arabidopsis
thaliana; Anasp = Anabaena sp.; Xf = Xylella fastidiosa; Rs = Rhodobacter sphaeroides; Hp =Helicobacter

pylori; Xc = Xanthomonas campestris; Cg = Corynebacterium glutamicum.

Los simbolos > 1, >> 1 and > > > 1 indican un patrén del aumento de reactividades comparadas con t-
bOOH, que se tomdé como referencia y se indica como 1. El simbolo < 1 indica menor actividad
comparada con t-bOOH.

A Obtenido del andlisis de cinética de estado estacionario a pH 7.4y 25 °C;
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B Aunqgue las constantes de velocidad de la reduccién de t-bOOH y Cu-OOH por la MtPrxQ B no fueron
determinadas, la enzima fue activa con ambos sustratos observandose una velocidad 50 y 130 %

comparada con la velocidad de H,0,, respectivamente;
¢ Obtenida por el ensayo de competicion con HRP a pH 7.4 and 25 °C;
P Obtenida por el ensayo de competicion con CBA a pH 7.4 and 25 °C;

E Valores de kea/Km, calculados de los valores de Km y Kcar aparentes obtenidos a una concentracion de
Trx (10 uM) a pH 7 and 25 °C;

F Valores de kea/Km, calculados de los valores de Km y Kcat aparentes obtenidos a una concentracién de
Trx (0.8 pM) a pH 7 and 25 °C;

GpH7;

" Alta actividad peroxidasa por el H,O;, seguida de Cu-OOH, t-bOOH y menos reactiva por FA-OOH. La
actividad se midio por consumo de hidroperéxidos cuantificados por el método de FOX;

' Alta actividad peroxidasa por el FA-OOH, seguida de Cu-OOH, H,0; y t-bOOH. La actividad se midié por
consumo de hidroperéxidos cuantificados por el método de FOX, a pH 7.4 y 37 °C;

J Valores de kea/Km a pH 7.4y 37 °C;
¥ Obtenida por el ensayo de competicién con HRP a pH 7.4y 37 °C;

L valores de kea/Km, calculados de los valores de Km y Kcar @aparentes obtenidos a una concentracion de
Trx (20 pM) a pH 7.3y 25 °C;

™ Alta actividad peroxidasa por el FA-OOH, comparada con H,O, y t-bOOH. La actividad se midi6 al seguir

el consumo de NADPH utilizando un ensayo acoplado a pH 7;

N Obtenido del analisis de cinética de estado estacionario a pH 7.4y 25 °C.

En cuanto al sustrato reductor, los miembros de 2-cisteinas de la
subfamilia de las PrxQ usualmente son reducidas eficientemente por Trxs,
siendo las PrxQ/BCPs de Sulfolobus solfataricus la excepcion ya que son
reducidas por una miembro de la familia PDI (228, 415). En el caso de la
MtPrxQ B, tanto la MtTrx B o C la reducen rapidamente, con constantes de
velocidad del orden de 10°-10° M™'s™ (Figura E14), proporcionando asi una
ruta para el reciclaje eficiente a expensas del sistema TR/NADPH. Posterior a
la realizacion de esta Tesis, Su y colaboradores realizaron una caracterizacion
funcional de la PrxQ de Corynebacterium glutamicum (CgPrxQ, homologa a la
MtPrxQ B ya que comparten un 49% de identidad en la secuencia
aminoacidica). La CgPrxQ también monomérica, mostré alta reactividad por

peroxinitrito e hidroperdxidos orgéanicos (Tabla E1) como sustratos oxidantes y
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utilizé el sistema Trx/TR/NADPH (428) como reductor y no utilizé el sistema
MSH/CgMrx-1 como sustrato reductor alternativo. Inclusive, no se identifico a la
CgPrxQ como una proteina que forme un disulfuro mixto con MSH luego del
tratamiento con hipoclorito de sodio a la célula, sino que se encontré formando
un disulfuro entre la Cp y la Cr (454). En esta Tesis no se investigd la posible
reduccion de MtPrxQ B por MSH/MtMrx-1, como si lo reportaramos para la
MtAhpE (142).

Los experimentos de MALS indicaron que la MtPrxQ B reducida es
principalmente una proteina monomérica en solucion (Figura E15) con un PM
de ~17 KDa similar a la calculada tedricamente. Este resultado esta en acuerdo
con la estructura cristalografica de alta resolucion (1.35 A) de la MtPrxQ B
reducida (PDBp: 5EPF). Los miembros de la subfamilia PrxQ/BCP se pueden
comportar como proteinas monomeéricas o diméricas con interfaces del tipo A.
Una descripcién detallada de las caracteristicas estructurales de las PrxQs
diméricas demostraron que el la interfaz del dimero tipo A esta estabilizada
principalmente por interacciones que involucran cerca de 30 residuos
agrupados en diferentes regiones (412). El area de contacto entre monémeros
es mayoritariamente no polar y cuenta con varios residuos aromaticos que
contribuyen en gran medida a la interfaz (Phe45, Trp79, Tyr98, en la ApPrxQ)
gue estan bien conservadas entre PrxQs diméricas pero no asi en la MtPrxQ B
y en otras PrxQs monoméricas (Figura E7). A tener en cuenta, en el lugar del
Trp79 en la ApPrxQ se encuentra un aminoacido basico (Arg) en la secuencia
de la MtPrxQ B, que es en gran parte responsable de la pérdida de
hidrofobicidad y simetria en la superficie correspondiente de MtPrxQ B en
comparacion con el superficie de la interface de subunidades en las PrxQs
diméricas utilizando a la ApPrxQ como ejemplo, como se muestra en la Figura
E19.
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Figura E19. Comparacién estructural de la MtPrxQ B con una PrxQ dimérica. (A) Superposicién de la
MtPrxQ B monomérica (celeste) y el dimero de la ApPrxQ (naranja). (B) y (C) Representacion de la
superficie de la interface dimérica de ApPrxQ y la superficie correspondiente en MtPrxQ B. Las superficies
estan coloreadas por tipo de residuo (azul, basico; rojo, acido; verde, polar; blanco, no polar).

A su vez, nuestros resultados mostraron que la MtPrxQ B oxidada
también es un mondmero (Figura E15). Aunque, la estructura secundaria asi
como la terciaria de MtPrxQ B son influenciadas por el estado redox de la
proteina (Figura E16). Los datos obtenidos de los experimento de DC son
compatibles con el despliegue parcial de la hélice-a, que ocurre durante la
transicion FF—LU, ya descripto en otros miembros de esta subfamilia de Prxs
(412). Ademas, la oxidacion de MtPrxQ B determind una importante distorsion
del microambiente que rodea a ambos Cys reactivas, implicando rotaciones
conformacionales en la cadena lateral de una serie de residuos aromaticos en
la proximidad del sitio activo, lo que llevdo a un importante aumento de su

exposicion al solvente (Figura E18).
E.V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En conclusién, la MtPrxQ B muestra una alta eficiencia catalitica hacia la
reduccion de AG-OOH utilizando MtTrx B y C como reductores, siendo también
capaz de reducir otros hidroperdxidos incluyendo peroxinitrito con menor
eficiencia. La estructura secundaria y terciaria de la proteina se ven afectadas

por la oxidacion y particularmente varios residuos hidrofobicos quedan
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expuestos al solvente en el enzima oxidada. La estructura cuaternaria se
mantiene invariante ya que permanece como monomero independientemente
del estado redox. Se ha reportado que la MtPrxQ B es esencial para el
crecimiento de Mtb en medio de cultivo que contienen colesterol como fuente
principal de carbono, el cual es un nutriente esencial durante la infeccion
cronica en modelos animales (434). Una explicacion tentadora seria que la
MtPrxQ B es capaz reducir el Co-OOH. Sin embargo, nuestros datos indicaron
qgue la enzima carece de actividad por ese sustrato. Dado que el metabolismo
del colesterol afecta la composicion lipidica de la micobacteria (455, 456), otra
posibilidad es que MtPrxQ B reduzca los hidroperéxidos derivados de otros
lipidos preferentemente sintetizados cuando se cultiva a la micobacteria
suplementada con colesterol. Seria interesante determinar el grado de
correlacion entre las reactividades de esta enzima con hidroperoxidos
determinadas in vitro, con la susceptibilidad de cepas carentes de MtPrxQ B
frente a diferentes hidroperoxidos adicionados exdgenamente, y en especial
frente AG-OOH, dada la importante reactividad reportada aqui. Consideramos
gue el conocimiento de los mecanismos de formacién, de citotoxicidad y de
detoxificacion de AG-OOH en el contexto de enfermedades infecciosas, es aln
incompleto, y que aportes en este sentido pueden ser Utiles para eventuales

desarrollos terapéuticos.
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F. Estudios de las Modificaciones Nitro-

oxidativas de la HsPrx3

F.I. INTRODUCCION

La infeccion macrofagica por la cepa avirulenta Mtb H37Ra promueve la
muerte de la célula huésped por apoptosis, mientras que dicho proceso no
ocurre cuando la infeccién es por la cepa virulenta Mtb H37Rv. Se postula que
la muerte por apoptosis del macrofago favorece la eliminacion de este
patogeno (457). Ademas se reportd que el potencial de membrana y la relacion
ATP/ADP de mitocondrias de macrofagos infectados por la cepa patogénica
aumenta en relacién con los infectados por la cepa no patogénica. Como ya se
mencioné en la introduccién general, la expresion de varias proteinas en
macréfagos infectados también cambia, destacdndose que la expresion de
Prx3 disminuye en forma significativa durante la infeccion por cepas
patogénicas a diferencia de la causada por cepas no-patogénicas, por un
mecanismo que no ha sido aclarado (252). Esta observacién es poco intuitiva,
ya que se ha demostrado que la deplecion de Prx3 sensibiliza a células a la
induccion de apoptosis por staurosporina o TNF-a (458). Por otro lado,
recientemente se ha demostrado que macrofagos infectados por cepas
virulentas de Mtb liberan exosomas que inducen estrés oxidativo en
macrofagos vecinos no infectados (459). La Prx3 se expresa en forma muy
abundante en mitocondria (~60 pM) y reacciona con constantes del orden de
10" M*s™? con H,0, (460) y peroxinitrito ((171), por lo que se sugiere que

reduce la mayor parte de estos oxidantes en mitocondria.

La HsPrx3 pertenece a la subfamilia PrxI/AhpC de las Prxs. Es
codificada por un gen localizado en el cromosoma 10, dando como producto
una proteina que contiene 256 aminoacidos con un extremo N-terminal de 62
aminodcidos, el cual se escinde para dar lugar a una proteina madura. La Cp
es la Cys47 de la proteina madura, y se encuentra localizado en una region

altamente conservada, mientras que la Cr es la Cysl68 localizada en el
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extremo C-terminal de la proteina (172). La HsPrx3 posee una estructura
cuaternaria compleja, siendo en su estado reducido un dodecamero formado
por 12 unidades monoméricas que se muestra en la Figura F1D (461). Estudios
in vitro mostraron que estas dodecameros pueden apilarse para formar
filamentos o entrelazarse entre si para formar estructuras mas complejas (461),
por lo que se le atribuye a la HsPrx3 una funcion del tipo chaperona y a su vez,
este ensamble estructural genera un interés desde el punto de vista

nanobiotecnolégico (462).

Figura F1. Estructura cristalografica de la HsPrx3 (PDB;p= 5JCG). (A) Se representa el sitio activo en
la conformacion FF en donde la Cp (en amarillo) esta rodeada por los residuos conservados de la tétrada
catalitica (Thrd4, Pro40, Arg123, en violeta). También, se representa la Cr (en verde) en el extremo C-
terminal del monémero adyacente (en gris). (B) Se representa el monoémero de la HsPrx3 resaltandose las
ubicaciones de la hélices-a, y -as involucradas en la formacion de fibras y la hélice-az, que es parte del
extremo C-terminal. (C) Se representan los homodimeros de la HsPrx3 (mondmeros de color azul y gris)
en dos vistas ortogonales. (D) Seis copias del homodimero de HsPrx3 mostradas en C, se organizan

como un anillo dodecamérico en condiciones reductoras. Figura modificada de (461).

La formacién del dimero en la Prx3 se favorece cuando la enzima se
encuentra en estado oxidado, mientras que la formacion de dodecameros se ve
favorecida cuando se encuentra en estado reducido (463). Se ha reportado
para otros miembros de la misma subfamilia de Prxs la existencia de equilibrios

de oligomerizacion que responden a diferentes variables como pH (464),
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concentracion de la proteina, fuerza idnica, modificaciones pos-traduccionales
como la fosforilacién y el estado redox (200). En este objetivo de la Tesis, nos
propusimos investigar mas a fondo el estado oligomérico de la HsPrx3, como
punto de partida para el estudio de los cambios estructurales que sufre la

proteina por modificaciones oxidativas.

La HsPrx3 es una Prx de 2-cisteinas tipica, por lo que, luego del paso de
oxidacion se forma un disulfuro intermolecular entre el Cp-SOH de un
mondémero y la Cgr-SH de otro mondmero (Figura F2, ciclo -catalitico)
generandose un homodimero covalente orientado “cabeza-cola” (172). Como
fuera indicado previamente, la formacion del disulfuro (paso 2 de la Figura F2),
involucra un cambio estructural parcial que involucra una transicién desde la

conformacion FF a la LU de la enzima.

HS-Cg Cp-SO,H

Inactivacion

S-Cp Cgr-SH

NO,
Srx ROOH
ATP, Mg?*

i ONOOH

ONOOH NO; *

Prx3 ROOH  ROH ROOH

HS-C-CP-S' E ] f HS-Cq
$-Cp CrSH . $-Cp
Ciclo

‘Y Catalitico /(2
Trx2
Grx2
/ Hs-cR-cP.T H,0

NADPH ‘S-Cp Cr-S

7Y

Cp-SOH

Cr-SH

Figura F2. Ciclo catalitico e inactivacion de la HsPrx3. El ciclo catalitico comienza en paso 1 con la
oxidacion de la Cp por hidroperéxidos o peroxinitrito. Luego, sigue con el paso 2 que es la resolucion,
entendida como la formacion del disulfuro entre la Cp-SOH y la Cg. Este disulfuro, es reducido por los
sistemas Trx2/TR/INADPH y Grx2/GSH/GR/NADPH (paso 3). La reaccion de inactivacion por
sobreoxidacion implica la reaccién del Cp-SOH con una molécula de hidroperéxido o peroxinitrito dando
como producto la Cp-SO2H. La inactivacion es reversible por sulfirredoxina (Srx) mediante una reaccion

lenta dependiente de ATP.

La Prx3 oxidada puede ser reducida en la mitocondria, por la
tiorredoxina 2 (Trx2) o la glutarredoxina 2 (Grx2) por un mecanismo ditidlico
(paso 3 en la Figura F2). Ambas reductasas muestran constantes cataliticas de

reduccion de Prx3 similares (465). A diferencia de Trx2, la Grx2 puede catalizar
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también la formacion o reduccion de disulfuros mixto con GSH mediante un
mecanismo monotidlico. El disulfuro formado en el sitio activo de la Trx2
oxidada es reducido por la TR mitocondrial mediante una reaccion dependiente
de NADPH. Por su parte las Grxs se reducen por GSH, cuya forma oxidada se

regenera por la glutation reductasa (GR) y también por TR mitocondrial (466) .

La Prx3 junto a Prx1, Prx2 y Prx4 componen el grupo de Prxs de 2-
cisteinas tipicas eucariotas susceptibles a inactivacion por sobreoxidacion en
presencia de exceso de hidroperéxido. Las Prxs de 2-cisteinas tipicas
bacterianas, son resistentes a sobreoxidacion. Un analisis estructural
comparativo primario revel6 que Prxs susceptibles a inactivacion presentan
motivos YF y GGLG cerca del sitio activo (Figura F3, gris) que estan ausente
en mayoria de las procariotas (167, 467). EI motivo YF en la hélice C-terminal
de una subunidad estd proximo a la hélice-a, que contiene el Cp de la
subunidad adyacente, lo que dificulta la formacién del disulfuro. Mas
recientemente, se descubrieron otros motivos moleculares adicionales, que
discriminan distintos niveles de sensibilidad a la sobreoxidacion entre las Prx
susceptibles a inactivacion (468). Experimentalmente, la HsPrx3 muestra
mayor resistencia a sobreoxidarse por H,O, que las HsPrx1 y HsPrx2 (469),
como consecuencia de la mas rapida formacién del enlace disulfuro entre la Cp
oxidada y la Cg, lo que fue atribuido a la presencia de residuos Unicos
adyacentes a la Cr de Prx3 (Asn232, Thr234, Asp236 y Pro238, Figura F3,
Fucsia) (312).

HsPrx3 FTAPAVTQHAPYFKGTAVVNGE FKDLSLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVEPTEIVAFSDKA
RIrPrx3 FEllPAVTQHAPHEFKGTAVVNGE FKELSLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIVAFSDKA
BtPrx3 --APAVTQHAPYFKGTAVVSGEFKEISLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEITIAFSDKA
HSPrx2 —  ————- IGKPAPDFKATAVVDGAFKEVKLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSNRA
HSPrx3 NEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNIALLSDLTKQISRDYGVLLEGS
RIrPrx3 NEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNI[JLLSDLTKQISRDYGVLLEEH
BtPrx3 SEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNIALLSDLTKQISRDYGVLLEGP
HSPrx2 EDFRKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTRRLSEDYGVLKTDE
HsPrx3 GLALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQYVETHGEVCPANWEPBSET
RIrPrx3 GIALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQEVETHGEVCPANWTPESPT
BtPrx3 GLALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQFVEAHGEVSPANWTPESPT
HSPIrx2 GIAYRGLFIIDGKGVLRQITVNDLPVGRSVDEALRLVQAFQYTDEHGEVCPAGWKPGSDT
HSPrx3 IKPSPAASKEYFQKVNQ

RIrPrx3 IKPSPIASKEYFEKVEQ

BtPrx3 IKPHPTASREYFEKVNQ

HSPRX2 IKPNVDDSKEYFSKHN-

Figura F3. Alineacién de secuencias entre la HsPrx3 y la Prx3 de Rattus rattus y de Bos taurus
(RrPrx3 y BtPrx3, respectivamente) y la HsPrx2 utilizando el software ExXPASY CLUSTALW. En gris
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se muestran las regiones YF y GGLG conservadas en Prx de 2-cisteinas susceptibles a inactivacion,
como las HsPrx2 y HsPrx3. En fucsia se muestran los residuos de NTDP que estarian involucrados en la
mayor resistencia a la inactivacion por H,O de la HsPrx3 en comparacion a la HsPrx2. En rojo y amarillo
se muestran los residuos que son diferentes en la secuencia de RrPrx3 y BtPrx3, respectivamente, a la
secuencia de la HsPrx3. Estas enzimas comparten un 93% de identidad, mientras que hay un 65% con la

HsPrx2. Abreviaciones, Homo sapiens (Hs), Rattus rattus (Rr), Bos Taurus (Bt).

Dado que la mitocondria proporciona un ambiente altamente oxidante,
que sea favorecida la formacién del enlace disulfuro protegeria a la HsPrx3 de
la inactivacion por sobreoxidacion. Adicionalmente, disminuye la probabilidad
de que la forma oxidada a Cp-SOH de la enzima reaccione con compuestos
con grupos tiol diferentes a Cg, ya sea GSH o tioles proteicos. Esta ultima
reaccion es considerada de importancia en la sefalizacibn redox por
mecanismos de "redox relay”, en el que la Prx seria el sensor redox que sensa
el nivel de oxidantes, siendo otros tioles proteicos menos reactivos con

hidroperoxidos oxidados en forma indirecta (182, 188, 189).

La forma sobreoxidada e inactiva de las Prxs de 2-cisteinas tipicas,
incluida la Prx3, es reducida por la Srx mediante una reaccion lenta
dependiente de ATP. La Srx se transporta desde el citosol a la mitocondria
mediante un mecanismo que implica la formacién de un complejo disulfuro con
la proteina 90 de choque térmico, lo cual es promovido por la liberacion de
peréxido desde la mitocondria. Si bien in vitro Prx3 es mas resistente a la
sobreoxidacién que Prx1 y Prx2 citosoélicas, estudios recientes in vivo indican
que Prx3 es la Unica Prx sobreoxidada detectada en diferentes tejidos de ratén
en condiciones normales (470).

Como ya mencionamos en la introduccion general de esta Tesis, el
peroxinitrito es un potente agente oxidante y es capaz de nitrar residuos de Tyr
proteicos (definido como el reemplazo en la posicion 3 del anillo fenélico de la
Tyr del hidrogeno por un grupo nitro libre), proceso mediado por los radicales

derivados de la homdlisis del peroxinitrito (Figura F4) (56).
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Figura F4. Principales reacciones implicadas en la formacién de 3-nitrotirosina. La nitraciéon de Tyr
se logra a través de dos pasos principales de reaccién. Inicialmente, la Tyr se oxida por varios oxidantes
de un electron (derivados principalmente de la homdlisis de peroxinitrito) a radical tirosilo (1); entonces el
radical tirosilo reacciona con nitrdgeno diéxido radical, produciendo el producto no radical 3-nitrotirosina
(2). Agentes reductores como el GSH, el acido ascérbico (AscH) y el acido urico (UAcH) pueden reducir
los radicales tirosilo de nuevo a tirosina (3), evitando asi la nitracion de los residuos de tirosina. Esquema
modificado de (471).

La nitracion de residuos de tirosina se considera una “huella molecular”,
de oxidantes derivados del ‘NO, entre ellos el peroxinitrito (472). A su vez, esta
modificacién es un proceso muy selectivo (473, 474). La nitracion de un residuo
de tirosina especifico, podria tener un efecto en la funcion de la proteina (56).
El efecto de la nitracion en Prxs ha sido estudiado en el caso de la Prx2 de
glébulo rojo humano, en la que ocurre en la secuencia YF C-terminal
anteriormente mencionada y facilita la formacién del disulfuro entre la Cp y la
Cr proporcionando mayor resistencia a la sobreoxidacion, a la vez aumenta la
actividad peroxidasa de esta Prx (475, 476). La Prx3 fue detectada nitrada en
corazones de ratones diabéticos, enfermedad en la que se propone un
incremento en la formacién mitocondrial de peroxinitrito (477), si bien en dicho

estudio no se identifico el residuo de Tyr nitrado (478).

Por todo lo anterior, y dado que se ha reportado que modificaciones
nitro-oxidativas proteicas podrian estar asociadas con incrementos en la
velocidad de degradacion (253, 254), decidimos investigar posibles
modificaciones nitro-oxidativas de HsPrx3 recombinante y en mitocondrias

aisladas.

En nuestro grupo de investigacion, durante el transcurso de esta Tesis,
investigamos la actividad peroxinitrito reductasa de la HsPrx3 recombinante y
determinamos es altamente eficiente en la reduccion de peroxinitrito, el cual

puede formarse en mitocondria por la reaccion controlada por difusion entre

151



0O, y el 'NO. Los resultados fueron publicados en la revista “Free Radical
Biology & Medicine” el afio 2019 (171) en el que Maria Inés de Armas y Romina
Esteves son primeras autoras y yo soy coautor. Mi contribucion en este
proyecto fue la determinacion de modificaciones estructurales de la proteina
durante su oxidacion, asi como el estudio de modificaciones nitro-oxidativas de
HsPrx3 recombinante expuesta a peroxinitrito. En este objetivo también
planteamos la deteccibn de modificaciones nitro-oxidativas de Prx3 en

mitocondrias aisladas tratadas con H,O, o peroxinitrito.
F.Il. MATERIALES Y METODOS

Expresion, Purificacion, reduccion y cuantificacion de la HsPrx3. El
plasmido de la HsPrx3 (clonado en el vector pET-28a) fue amablemente
donado por la Dra. C. Winterbourn de la Universidad de Christchurch, Nueva
Zelanda. Este plasmido contiene una secuencia de una cola de 6 residuos de
His en la region N-terminal 6 seguido de un sitio de corte de proteasa del virus
del grabado del tabaco (TEV, Tobacco Etch Virus) méas 3 residuos de Gly
adicionales (secuencia ENLYFQSGGG, siendo el sitio de corte es entre los
aminoacidos Q y S). La proteina purificada a partir de este plasmido es la
HsPrx3 madura, que como ya se mencion0, pierde 62 aminoacidos en la region
N-terminal por procesamiento post-traduccional (193). Se generaron versiones
por mutagénesis sitio dirigida de la HsPrx3 en las cuales los residuos de Cp 0
Cr fueron reemplazados individualmente por Ser (CpS HsPrx3 o CrS HsPrxa3,
respectivamente) en colaboracion con Msc. Thiago Alegria del Departamento
de Genética y Biologia Evolutiva, Instituto de Bioceanicas, Universidad de San
Pablo. La expresion y purificacibn de la proteinas fue realizada con
modificaciones menores a como se describid anteriormente (193). La
concentracion de las proteinas se midié a 280 nm, usando un ¢ de 19,940
M™cm™ calculados de acuerdo a la secuencia aminoacidica utilizando el
servidor informatico ExXPASy (280). La HsPrx3 pura migré como una sola banda
en el gel de la electroforesis SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (Figura
F5) y con PM de 21,797.4 Da determinado por espectrometria de masa, que se

corresponde con la masa prevista luego del corte con la TEV.
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Figura F5. Gel al 15% de electroforesis SDS-PAGE del corte de la cola de HISs de la HsPrx3
recombinante. En el carril 1 y 2 se muestra la migracion de la proteasa TEV, dos stocks purificados en
oportunidades diferentes. En el carril 3, se muestra la HsPrx3 con cola de His purificada y en el 4 se
muestra la migracién de HsPrx3 luego del proceso de corte de cola de His por TEV de una purificacion
previa, utilizada como control del corte. El carril 5 muestra la mezcla de proteinas resultante de la
incubacién overnight de HsPrx3 con cola de His y TEV, sin separar. Los carriles 6, 7, 8 muestran la
elucién de la HsPrx3 sin cola de His utilizando un gradiente de imidazol de concentraciones que van de
10, 20 y 50 mM, respectivamente. El carril 9 corresponde a la elucién de proteinas retenidas en la
columna y que efluyen a 500 mM imidazol (TEV, Prx3 remanente sin cortar, péptidos escindidos).

La reduccion de la proteina se realizé inmediatamente antes de su uso
por incubacion con exceso de DTT durante 30 minutos en hielo, que fue
posteriormente eliminado por gel filtracion usando amortiguador fosfato de
sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 recién desgasificado (previamente
tratado con 5 ug/mL de catalasa, que luego se elimind usando filtros de 30 KDa
para minimizar el contenido adventicio de H,0,, que podria favorecer la
reoxidaciéon de la enzima (407)). El contenido de tioles reducidos en las
proteinas se determind utilizando DTNB, midiendo absorbancia a 412 nm (€412=
14,150 M"*cm™) (281). Por lo general, se midieron 2 o 3 tioles por proteina sin
agregar o agregando SDS 1% a la muestra, respectivamente, luego del

tratamiento por DTT.

Preparacién y cuantificacion de reactivos. Las soluciones de
peroxinitrito y el H,O, se prepararon y cuantificaron como se describe en los

capitulos anteriores.

Cambios en la estructura cuaternaria de la HsPrx3 dependiente de
su estado redox. La HsPrx3 reducida (54 puM) sola o expuesta a una
concentracion equimolar de H,O, fue analizada por SEC con el fin de realizar
un control calidad de la proteina y observar los cambios en la estructura
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cuaternaria dependientes del estado redox, ya descriptos anteriormente para
esta Prx (479, 480). La columna acoplada al equipo fue BioSep-SEC-s3000,
tamafo (7.8 x 300 nm) y fue equilibrada con amortiguador fosfato de sodio (20
mM), NaCl (150 mM), pH 7.8, a temperatura ambiente y el flujo fue 1 mL/min.
También realizamos mediciones DLS de las muestras en un instrumento
Dynapro Molecular Sizing. Las mismas se centrifugaron previamente durante
20 min a 20,000 g. Los datos fueron recolectados con intervalos de 10 s con al
menos 100 adquisiciones. El coeficiente de difusion se determind a partir del
analisis de fluctuaciones dependientes del tiempo medidas de la intensidad de
dispersién y se utiliza para calcular el radio hidrodinamico (Ry) de la proteina a
través de la ecuacion de Stokes-Einstein. El andlisis de los datos se realiz6 con
el software Dynamics V6.3.40. Estos experimentos fueron realizados en el
Departamento de Genética y Biologia Evolutiva, Instituto de Biociencias,
Universidad de San Pablo, en colaboracion con el Msc. Thiago Alegria y el Dr.

Luis Eduardo Soares Netto.

Alternativamente, se evalud la estructura cuaternaria de la HsPrx3 (50
uM) en diferentes condiciones redox por SAXS, utilizando 1. una muestra de
HsPrx3 reducida previamente (HSPrx3eqd prev, @ las que se retird el exceso de
DTT por gel filtracién), 2. otra muestra de enzima en presencia de DTT, 2 mM,
(HsPrx3red) ¥ 3. la HsPrx3req prev Y OXidada con una concentracion equimolar de
H.O, (HsPrx3.x). Las muestras se prepararon en amortiguador fosfato de sodio
(20 mM) mas NaCl (150 mM), pH 7.8. Las mediciones SAXS se realizaron
utilizando el instrumento de SAXS Nanostar (Bruker, Billerica, Massachusetts)
en colaboracion de la Dra. Maximilia Frazao de Souza y del Dr. Cristiano
Oliveira del Instituto de Fisica de la Universidad de Sao Paulo, Brasil. La
medidas en este equipo se mejoran mediante el uso de la fuente de microfocus
Genix3D junto con la éptica multicapa Fox3D y dos juegos de ranuras sin
dispersion para la definicion del haz, todo proporcionado por Xenocs
(Sassenage, Francia). Las muestras se mantuvieron en un capilar de cuarzo
pegado a una caja de acero inoxidable. La dispersion del agua se midi6 en las
mismas condiciones de la muestra y se utiliz6 para normalizar los datos a
escala absoluta. La temperatura durante la medicion se mantuvo constante a

25 °C. Con el fin de analizar el cambio en la estructura de la HsPrx3 en el
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tiempo, algunas muestras fueron medidas durante 30 minutos en ciclos
sucesivos con una duracion total de 5 horas. La longitud de onda del haz de
rayos X monocromatico entrante fue A= 1.54 A (Cuko) Y la distancia de la
muestra al detector fue de 0.67 m, proporcionando un intervalo q desde 0.009 a
0.35 A, Los datos de dispersion 2D se recopilaron en un detector Vantec2000
(Bruker), y se realizo la integracion de los datos de utilizando el software Bruker
SAXS. Posteriormente, se procedi6 al ajuste de las intensidades de dispersion
experimentales por el programa GNOM (481), del cual se obtiene la funcion de
distribucion de distancias p (r) y nos proporciona el radio de giro (Rg) y la
intensidad cuando el vector de dispersion (q) es 0, es decir, I(0). Al analizar
todo el rango de datos, fue posible obtener el PM a partir de la siguiente

ecuacion (482):

PM = —I(O) N
T C(Apm)2 A

donde Apm es el cambio en la densidad electronica, N4 es el numero de
Avogadro y C la concentracion en mg/ml. Para las proteinas, una buena

aproximacién de Apm es 2 x 10*° cm/g.

A partir de la estructura cristalogréfica de la Prx3 de Bos taurus (BtPrx3,
PDBp= 1ZYE) que comparte un 93% de identidad con la de humano como se
muestra en la Figura F3 (en el momento de la realizacion de estos
experimentos no se habia resuelto la estructura cristalografica de la humana
(PDBp= 5JCG) la cual mostramos en la Figura F1) y mediante la utilizacion del
programa CRYSOL (483), podemos simular la intensidad de dispersion para
esta estructura y compararla con los datos experimentales obtenidos en las
diferentes muestras estudiadas, por lo que podemos obtener también el radio
de giro (Ry)y el PM.

Ademas, utilizamos el programa OLIGOMER (484) con el fin de
hipotetizar la fraccion de estructuras derivadas del PDB, 1ZYE, presentes en la
solucion estudiada. Las estructuras para el analisis de los datos experimentales
se muestran en la Figura F6 y son las siguientes: (A) el dodecamero, (B) el
mondmero (C), el dimero (D), el tetramero de la estructura cristalografica de la
BtPrx3, (PBDp: 1ZYE).
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Figura F6. Estructura cristalogréafica de la BtPrx3 (PBDp: 1ZYE) representada como A, y las estructuras
derivadas consideradas para el analisis por el programa OLIGOMER: mondmero (B), dimero (C) y
tetramero (D).

Cambio de fluorescencia intrinseca de HsPrx3 durante la oxidacion.
La HsPrx3 reducida se mezclo rapidamente con diferentes concentraciones de
H,O, en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.8y
25 °C. El cambio de fluorescencia se registrd en un fluorimetro de flujo detenido

(Aexc= 295 nm, emisién de fluorescencia total).

Purificacion del anticuerpo anti-HsPrx3. Primeramente, a partir del
suero de un conejo inmunizado dos veces con HsPrx3 recombinante, se realizo
una precipitacion de proteinas con una solucion saturada de sulfato de amonio,
durante toda la noche a 4 °C. Luego, se centrifuga a 3000 g durante 30 minutos
a temperatura ambiente. El sobrenadante se mantiene en agitacién lenta
siendo sometido a un segundo paso de precipitacion durante toda la noche a 4
°C. Se centrifuga a 3000 g durante y el precipitado se resuspende en
amortiguador PBS, pH 7.4. El exceso de sulfato de amonio es removido por
dialisis. La separacion del anti-HsPrx3 se realizara utilizando una columna de
sefarosa activada con cianuro de bromo. Durante la preparacion de la columna
se agrega una solucién de HsPrx3 con una concentracién entre 3.5y 7.5
mgrs/mL de gel, en amortiguador bicarbonato 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8.3.
Luego de pasos de bloqueo, lavado y equilibrado de la columna se agrega la
fraccion del suero enriquecida en los anticuerpos, la que fue sometida a los 2

pasos de precipitacion. La elucién del anticuerpo se realizé mediante el uso
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soluciones acidas y basicas colectandose fracciones y midiendo a 280 nm.
Finalmente, se unen las fracciones eluidas que muestran sefial a 280 nm y son
concentradas utilizando un tubo Falcon concentrador con un limite de 10,000
Da que a su vez permite solubilizar los anticuerpos en un amortiguador PBS pH
7-8. El stock de la solucion del anticuerpo se guarda 4 °C agregando azida de
sodio 0.02%.

Deteccién de oxidacion, sobreoxidacién de la Cp y formacién de 3-
nitrotirosina en HsPrx3 recombinante expuesta a peroxinitrito. La HsPrx3
reducida (19 uM) se tratdé con diferentes concentraciones de peroxinitrito
(diluciones hechas en NaOH, 10 mM) o previamente descompuesto
peroxinitrito (diluciones hechas en amortiguador fosfato de sodio, pH 7.4) en
amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.8 y 25 °C.
Luego de 2 minutos, se afiadio el agente alquilante, N-etilmaleimida (NEM), 20
mM, a las muestras y se incubd por 30 minutos. Las muestras se corrieron en
un gel de 15% de electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras
(agregado de B-mercaptoetanol) o no reductoras, para posteriormente realizar
un Western Blot mediante una transferencia del gel a una membrana de PVDF
y inmunodeteccion usando diferentes anticuerpos, el anti-3-nitrotirosina
policlonal (1:1000) también generado en nuestro laboratorio, como ya se
reportdé en (485) y el anticuerpo policlonal de conejo anti-Prx-Cp-SOy3H
comercial (1:2000, abcam, 1b16830).

Evaluacion del estado redox de la Prx3 en mitocondrias aisladas del
cerebro de rata. Para el ensayo se utilizd una fraccibn subcelular
enrriquecidas en mitocondrias (486) de cerebro rata que fueron guardadas a -
80 °C. Dichas muestras tenian una concentracion de proteinas de 32 mg/mL y
las mitocondrias se encontraban acopladas (Figura F7). La concentracion de
proteinas elegida para trabajar fue de 2 mg/mL segun (487), por lo que se
realizaron diluciones en amortiguador 40 mM HEPES, 50 mM NaCl, 1mM
EGTA, pH 7.4, en un volumen final de 1 ml. Se traté a las mitocondrias con
diferentes concentraciones de H,O, (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mM) durante 10
minutos. Luego, se le agregdé NEM 50 mM y CHAPS 1% durante otros 10
minutos, para finalmente iniciar la preparacién de las muestras para la corrida

de un gel de 15% de electroforesis SDS-PAGE en condiciones no reductoras.

157



Luego, realizamos un Western-Blot dejando la membrana con el anticuerpo
anti-HsPrx3 (1:500) (siendo alto el % de homologia entre las Prx3 de las
distintas especies) o anti-succinato deshidrogenasa (SDH, 1:1000, abcam,
ab14715) a 4 °C. Estos experimentos se realizaron en colaboracién con la Dra.
Valeria Valez y el Dr. Adrian Aicardo, del Departamento de Bioquimica,

Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.
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Figura F7. Acople de la cadena de transporte de electrones con la sintesis de ATP de las
mitocondrias aisladas. Registros de la velocidad de consumo de O, evaluado la complejo | (arriba) y
complejo 1l (abajo) medido en un respirémetro de alta resolucion OROBOROS Oxygraph-2k a 37 °C. En el
registro superior, la velocidad de consumo de O, se midieron después de la adicion secuencial de
Glutamato (10 mM) y Malato (2 mM) (Glu./Mal.), ADP (4 mM), rotenona (0.5 uM) (Rot.). En el registro
inferior, la velocidad de consumo de O, se midié después de la adicion de succinato (10 mM) (Succ.),
ADP (4 mM), antimicina A (2.5 uM) (Anti. A). La concentracion de proteinas de las mitocondrias fue 0.5
mg/mL en ambos experimentos. El indice de control respiratorio (RCR, respiratory control ratio) que se
calcula realizando la division entre el consumo de O- en estado 3 (pendiente luego del agregado de ADP
en presencia de sustratos) y el consumos de O, en estado 4 (pendiente luego del agregado de sustrato)
fue 5 y 2.5 para el complejo | y complejo Il, respectivamente, mostrando el acople de la cadena de
transporte de electrones a la sintesis de ATP.
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F.Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis los cambios en la estructura cuaternaria de la HsPrx3

dependiente del estado redox.

Determinamos la estructura cuaternaria de la HsPrx3 en solucion por
técnicas de SEC y SAXS, bajo diferentes condiciones redox. En la Figura F8
observamos el perfil de SEC de la HsPrx3 reducida y oxidada por una
concentracion equimolar de H,O,. Se puede observar que en la condicion de la
HsPrx3,eq UN pico mayoritario que correspondia al dodecamero de la proteina
(~260 KDa) segun al perfil del marcador de PM. Esto se pudo corroborar con
las mediciones de DLS, que se muestra en el inserto de la Figura F8,
observandose una poblacion homogénea de particulas con un PM de 260 KDa
y un Ry de 6.4 nm. Cuando observamos la corrida de la HsPrx3,4, observamos
2 picos mayoritarios, uno correspondiente al dodecamero y otro al dimero (~45
KDa). Este comportamiento analogo al observado por Cao y colaboradores
cuando utilizaron alta concentracion de Prx oxidada (10 mg/mL, ~400 uM)
(463). Ademas, entre los minutos 9 y 10 de corrida se observa un hombro, que
corresponde una masa de un tetramero (462), que se observa incluso en
mutantes de la HsPrx3 que estrictamente tienen una estructura dimérica (480).
Las mediciones de DLS muestran una poblacién heterogénea y los valores del

PM y Ry de la sefial mayoritaria son 156 KDa y 5.1 nm, respectivamente.

159



©
o

HsPrx3_,

Intensidad en %

10.0 100.0

S o
°

HsPrx3u_:

D 3
—— HsPrx3_ ' ) HsPrx3 |
1.4 4 Marcador de PM " P
1,2 4 'g
A c &
1,0 4 o~

o©

1 1.0 : 10.0
Radio (nm)

Abs, (unidades arbitrarias)

Tiempo (min)

Figura F8. Perfil de SEC y DLS de la HsPrx3 reducida y oxidada. La HsPrx3 reducida (54 uM) sola o
expuesta a una concentracion equimolar de H,O,. La columna utilizada fue BioSep-SEC-s3000, tamafio
(7.8 x 300 nm) y la fase movil fue amortiguador fosfato de sodio (20 mM) mas NaCl (150 mM), pH 7.8, a
un flujo 1 mL/min. El patrén de PM corresponde a: A-agregados proteicos, A- tiroglobulina de 670 KDa, B-
y-globina de 158 KDa, C- Ovoalbumina de 44 KDa, D- Mioglobina de 17 KDa. Inserto: mediciones de DLS
de las muestras de HsPrx3 se muestran histogramas de la intensidad de dispersion (en %) vs radio de la
particula (nm).

Estos resultados fueron realizados en el laboratorio del Dr. Luis Eduardo
Soares Netto, brindandonos la oportunidad de poder realizar experimentos de
SAXS en colaboracion con el Dr. Cristiano Oliveira, para evaluar el estado
oligomeérico de la HsPrx3 reducida y oxidada. En la Figura F9 se muestra el
perfil de la intensidad de dispersion los datos obtenidos para las diferentes
muestras de la HsPrx3 y a partir de los ajustes de estos en el programa GNOM
se obtiene la funcion de distribucion de distancia p (r) (481). El Ry de las
particulas que se obtienen de los ajustes fueron los siguientes 55.5 + 0.3, 57.8
+ 02, 41 £ 0.1 A para la HsPrx3red pevv HSPrx3red y la HsPrx3qy,
respectivamente. También se obtuvieron los valores PM promedios de la
muestras siendo 224 + 22, 203 + 20, 69 + 7 KDa, para la HSPrx3red prev
HsPrx3eq ¥ la HsPrx3.4 respectivamente. Los parametros de los datos
simulados para la estructura dodecamérica de la BtPrx3 fueron Ry = 57.2 Ay

PM = 214.5 KDa. Los resultados de los experimentos de SAXS para la HsPrx3
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reducida estan en concordancia con los reportados por Phillips y colaboradores

(462), aunque ellos no realizaron el analisis de la HsPrx3 oxidada.

Los resultados obtenidos de los ajustes de los datos utilizando el
programa OLIGOMER (488), muestran la fraccion de las estructuras derivadas
de la cristal de la BtPrx3, que podrian aparecer en solucién definidas en
Materiales y Métodos, siendo los valores siguientes: para la muestra HsPrx3,eq
prev S€ Obtuvo una fraccion de 0.901 + 0.007 para la estructura (A), 0.040 +
0.001 para la (B), 0.000 + 0.000 para la (C) y 0.060 + 0.008 para la (D); para la
muestra HsPrx3,eq Se obtuvo una fraccion de 0.965 + 0.002 para la estructura
(A), 0.035 + 0.001 para la (B), 0.000 + 0.000 para la (C) 0.060 £ 0.008 para la
(D); para la muestra HsPrx3,x se obtuvo una fraccién de 0.06 + 0.01 para la
estructura (A), 0.05 £ 0.00 para la (B), 0.24 + 0.02 para la (C), 0.65 + 0.008
para la (D). En resumen, a partir de este analisis se observdé que en las
muestras HSPrx3req prev Y HSPrx3eq, la €nzima se encuentra en su totalidad
como un dodecamero en solucion, mientras que en la muestra HsPrx3.y, se
encuentra en un 90% como mezcla de dimero y tetrdmero (24% vs 65%). El
alto porcentaje de esta “estructura tetramérica” llama la atencion, ya que no se
observa tal proporcion en los experimentos de SEC pero los experimentos de

SAXS son mucho més prolongados en cuanto a la escala de tiempo.
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Figura F9. Perfil de SAXS de la HsPrx3 reducida y oxidada (A) Grafico de intensidad de dispersién en
funcion del médulo de vector de dispersion (q) para las muestras, HSPrx3red prev, HSPrX3red Yy HSPrx3ox. Las
lineas continuas representan el mejor ajuste de los datos, ya que en la muestra HsPrx3,eq Se observan
altos valores de intensidad a valores de g pequefios lo que indica la presencia de agregados en la
muestra. (B) funcién de distribucion de distancia p (r) vs el radio (en A) de las diferentes muestras.

Cambios en la intensidad de fluorescencia intrinseca de HsPrx3
vinculados a su estado redox. Varios integrantes de la familia de Prxs sufren
cambios en la intensidad de su fluorescencia intrinseca de los Trp asociados al
estado redox de su Cp (206, 247, 393). En el caso de la Prxs pertenecientes a
la subfamilia AhpC/Prx1, se reporté un complejo cambio de la intensidad de
fluorescencia que involucra dos fases (203, 211). La HsPrx3, posee dos
residuos de Trp altamente conservado entre la subfamilia Prx1/AhpC, que son
responsables de los cambios de fluorescencia en la AhpC bacteriana expuesta
a hidroperéxidos (203). Dado que los estudios cinéticos aprovechando los
cambios de fluorescencia intrinseca durante la oxidacion de otros miembros de
la subfamilia AhpC/Prx1 utilizaron H,O, como oxidante, decidimos analizar los
cambios en la fluorescencia de la HsPrx3 cuando se expone a este oxidante.
Como se esperaba, la HsPrx3 también presenté un cambio de fluorescencia
bifasica cuando se expuso a H,O,. La primera fase fue muy rapida, que casi no
se detectd utilizando concentraciones menores de 2 yM de H,O,, incluso a
bajas temperatura (pH 7.8, 14 °C) (Figura F10). Considerando que la vida
media de la primera fase de reaccién cuando se utiliza 2 yM de la HsPrx3 es
inferior al tiempo de mezcla del fluorimetro de flujo detenido (<1.1
milisegundos), podemos afirmar que la constante de velocidad de este proceso

bimolecular seria ~108 M™'s™. La constante de velocidad de la oxidacién de
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HsPrx3 por H,O, ha sido estudiada previamente por cinética de competencia,
que también indicé una reaccién muy rapida (2 x 10’ Ms™ a pH 7.4 (460)). La
kobs de la segunda fase del cambio de intensidad de fluorescencia, no dependia
de concentraciones menores a 50 yM de H,0O,. Realizando el ajuste del grafico
Kobs VS la concentracion de H,O, y observando el corte con el eje Y, obtenemos
que la constante de velocidad de la segunda fase es 2 s™. Experimentos
similares utilizando peroxinitrito como oxidante, realizados en nuestro
laboratorio, indicaron que la constante de velocidad de segunda fase fue
similar, es decir que esta fase es independiente de la naturaleza del oxidante
(171).
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Figura F10. La oxidacion de la HsPrx3 mediado por oxidantes provoca un cambio bifasico en la
fluorescencia intrinseco de la proteina. (A) La HsPrx3 reducida (0.2 yM) se mezclé rapidamente con
H20, (0.2 uM) a pH 7.8 y 14 °C, se siguio el curso temporal del cambio en la intensidad de fluorescencia
intrinseca (Aex= 295 nm, emision de fluorescencia total). (B) El grafico muestra el efecto de la
concentracién de H>O; en la kops del ajuste de la segunda fase (a una exponencial simple), utilizando las
mismas condiciones que en A pero usando diferentes concentraciones de H,O, en exceso. La fase inicial
del cambio de fluorescencia no se pudo detectar. En el inserto, se muestra el efecto a concentraciones de
H>O, menores a 50 uM. (C) La CrS HsPrx3 reducida (1 uM) se mezcl6 rapidamente con H;O> (1 uM) a
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pH 7.8 y 25 °C, se sigui6 el curso temporal del cambio en la intensidad fluorescencia intrinseca (Aex = 295

nm, emision de fluorescencia total).

Cuando CpS de la HsPrx3 se expuso a H,O, (1-80 uM), no se detecto
cambios en su fluorescencia intrinseca, indicando que la oxidacion de Cp es
necesaria para que el cambio fluorescencia tenga lugar. Ademas, mientras que
una primera fase de disminucion de fluorescencia todavia tuvo lugar cuando la
CrS HsPrx3 fue expuesta a H,O,, la segunda fase de recuperacion de
fluorescencia no se observé (Figura F10C) a menos que el oxidante se
afiadiera en concentraciones de diez veces en exceso con respecto a la
enzima (171). Estos resultados estan de acuerdo a que, tal como fuera
reportado anteriormente para otras Prxs de 2-cisteinas tipicas, la segunda fase
del cambio de fluorescencia es causada por la formacion de disulfuro por la
reaccion de condensacién entre la Cp-SOH y la Cgr-SH. Sin embargo, cabe
sefalar que ocurre un cambio mas complejo en la conformacion después de la
oxidacion de las Prxs de 2-cisteinas tipicas. Para el caso de la HsPrx3, el
cambio en su estructura cuaternaria reportado (463, 480) y que vimos en
nuestros resultados arriba, también podria afectar la fluorescente intrinseca de
la proteina. Cabe destacar que la constante de velocidad de la reaccion de
condensacion entre el Cp-SOH y el Cg-SH se reporté como 10 s* a pH 7.4 y 20

°C, por ensayos de competencia (489).

A concentraciones mas altas de H,O, por encima de 50 yM, la kqps de la
segunda fase aumento linealmente con la concentracién de H,O,, lo que refleja
una reaccion bimolecular lenta entre la HsPrx3 y el H,O,, que ocurrié con una
constante de velocidad de 1.1 x 10° M's™® a pH 7.8 y 14 °C (Figura F10B).
Estos resultados son consistentes con la sobreoxidacion de la enzima, que es
un proceso bimolecular. La constante de velocidad para la sobreoxidacion de la
HsPrx3 por H,O, fue reportada como 6 x 10 M1st a pH 7.4y 20 °C por
ensayos de competencia (489). Notablemente, la constante de velocidad de
sobreoxidacion de HsPrx3 por H,O, descrita aqui es similar a las reportadas
recientemente para HsPrx1 y para HsPrx2 utilizando el cambio de fluorescencia
de esas Prxs (211).

Sobreoxidacién y nitracion de HsPrx3 por peroxinitrito. Por lo visto

en la seccion anterior y lo reportado acerca de la susceptibilidad de la HsPrx3 a
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la sobreoxidacion de la Cp-SOH a CP-SOy3H mediada por H,O, (210, 312),
estudiamos la sobreoxidacion de esta Prx por peroxinitrito. Observamos que la
adicién de este oxidante en exceso también causé la sobreoxidacion de la
HsPrx3 (Figura F11A). Ademas, esta adicién causo la nitracién de la HsPrx3
(Figura F11B) formandose oligdbmeros que no reducibles por 3-mercaptoetanol,
probablemente reflejando enlaces covalentes entrecruzados entre subunidades
que involucran ditirosinas o ditriptofanos. La adicion de peroxinitrito
previamente descompuesto no tuvo ningun efecto en ambos casos. El efecto
de la nitracion en Prxs ha sido ampliamente estudiado en el caso de la HsPrx2,
observandose que la nitracion, particularmente en la Tyr193 del dominio YF
(Figura F3), facilita la formacion del disulfuro entre la Cp y la Cr proporcionando
mayor resistencia a la sobreoxidacion y a su vez aumenta la actividad
peroxidasa de esta Prx (475, 476), por lo que se propuso que esta modificacién
podria ser un mecanismo de modulacion de la actividad de estas enzimas

involucradas en complejas redes de sefializacién redox.
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Figura F11. Sobreoxidacion y nitracion de la HsPrx3 mediada por peroxinitrito. La HsPrx3 reducida
(19 UM en A 0 10 uM en B) se dej6 sin tratar (carril 1) o se mezclé con concentraciones crecientes de
peroxinitrito (como se indica en la figura) o peroxinitrito descompuesto previamente (1 mM) (carril 9). Las
muestras fueron luego analizadas por Western Blot utilizando anticuerpos anti-Prx-SO3H en condiciones

no reductoras (A) o anti-3-nitrotirosina en condiciones reductoras (B).

Evaluacion de las modificaciones oxidativas de la Prx3 en
mitocondrias aisladas del cerebro de rata. Con el fin de evaluar posibles

modificaciones oxidativas de la Prx3 en un modelo cercano a las condiciones
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celulares, utilizamos mitocondrias aisladas de cerebro de rata, para en principio
evaluar el estado redox de la Prx3 a partir de técnicas de Western Blot (487),
ante el agregado externo de peroxinitrito o por generacion endégena en la
mitocondria. En los resultados que se muestran en la Figura F12, se agrego
externamente H,O, a una solucion de mitocondrias purificadas a modo de
poder ajustar diferentes pardmetros, como la concentracién de mitocondria
utilizada y la concentracion de proteinas al cargar en el gel de electroforesis.
Como se pudo observar el Anti-HsPrx3 reconoce a la RrPrx3 (la cual comparte
un 93% de identidad, Figura F3) y como aspecto negativo, ya tenemos un alto
porcentaje de Prx3 dimérica oxidada sin el agregado de H;0,. Ha sido
anteriormente reportado, que la enzima se encuentra en estado reducido en
mitocondrias no sometidas a tratamiento con oxidantes pero que se oxida
durante el proceso de purificacion excepto que se agregue agente alquilante
desde el inicio de la purificacion (487). ElI problema es que en nuestra
estrategia experimental no podemos agregar NEM antes del tratamiento con
oxidantes, ya que se bloquea la Cp y no se observaria el efecto de los mismos

sobre la proteina.

Nos encontramos actualmente trabajando en la obtencion de
mitocondrias purificadas que conserven la Prx3 mayoritariamente reducida sin
el agregado de agentes alquilantes. Para ello nos basamos en que los sistemas
de reduccién de Prx3 son el sistema Trx2/TR y Grx2/GSH/GR, que requieren
NADPH como reductor inicial. Conociendo los principales sistemas
generadores de NADPH en mitocondria (490), pensamos que utilizando
sustratos que permitan mantener la concentracion de NADPH en estado
reducido, podremos obtener mitocondrias aisladas en donde la mayoria de

Prx3 este reducida.
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Figura F12. Evaluacion del estado redox celular de la Prx3. Mitocondrias aisladas de cerebro de rata
(2 mg/mL) en amortiguador 40 mM HEPES, 50 mM NaCl, 1 mM EGTA (pH 7.4) fueron tratadas con
concentraciones crecientes de H»O; (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mM). Después de una incubacién de 10
minutos, las muestras fueron tratadas con 50 mM NEM durante 30 minutos. Las muestras fueron
analizadas por Western Blot usando anticuerpos anti-HsPrx3 y anti-SDH (succinato deshidrogenasa), bajo

condiciones no reductoras.

F.IV. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, nos proponemos trabajar con la muestras de
mitocondrias purificadas frescas (sin congelar) intentando favorecer el
mantenimiento de la Prx3 en forma mayoritariamente reducida durante su
purificacion aun en ausencia de agentes alquilantes. Dado que los sistemas de
reduccion de Prx3 dependen en ultima instancia del NADPH mitocondrial, el
que a su vez se mantiene reducido por la nicotinamida nucleotido
transhidrogenasa, mayoritariamente (490), es importante el mantenimiento de
mitocondrias acopladas y en presencia de sustratos respiratorios. Para ello
trabajaremos en presencia de sustratos de la cadena de transporte de
electrones. Una vez que se obtenga una optimizacion de estas condiciones se
procedera a la exposicion de dichas mitocondrias a flujos de peroxinitrito
exdgeno, o generados en forma endogena (491) para finalmente evaluar
oxidacion, sobreoxidacion y nitracion de la Prx3. Finalmente, seria interesante
conocer si dichas modificaciones nitro-oxidativas conducen o no a la

degradacion de esta proteina, de forma de intentar dar una explicacion
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molecular al reporte que indica que los niveles de expresion de esta proteina se

encuentran disminuidos durante la infeccién por cepas patogénicas de Mtb.
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G. Conclusiones generales

El Mtb carece de Ohr y de miembros de la familia GPx responsables de la
reduccion de hidroperoxidos organicos en muchas otras bacterias (492, 493).
Por lo que la funcién de reduccion de AG-OOH debe recaer en las Prxs,
particularmente en MtPrxQ B y la MtAhpE, que como se demostro en el primer
y tercer objetivo especifico de la Tesis, reducen los AG-OOH de manera muy
eficiente (~10° y ~10® M™s™, respectivamente). Contrariamente, la MtAhpC
mostré una actividad catalitica mas baja con AG-OOH que con H;0O,, vy la
MtTpx no fue activa en lo absoluto utilizando AG-OOH como sustrato (232), por
lo que estas enzimas estarian principalmente involucradas en la detoxificacion
de H,O, y peroxinitrito. Se carece de datos al respecto de la funcionalidad de la

PrxQ A de este patdgeno.

Asi, el Mtb expresa una bateria de enzimas antioxidantes cuya
especificidad por sustrato oxidante se solapa parcialmente cubriendo una
variedad diferencial de oxidantes por dos electrones con efecto citotoxico (ver
Tabla G1). Asimismo, los sistemas de reduccion utilizados por las diferentes
Prxs de Mtb son variados (ver Tabla G1), y a diferencia de las Prxs de células

huéspedes, no siempre son dependientes de NADPH como reductor ultimo.

Tabla G1. Reactividad de las Prxs del Mtb.

MtPrx Subfamilia de Principal sustrato oxidante Sustrato Referencia
Prx propuesto reductor
AhpC AhpC/Prx1, H202 (k=37 x 10" M's™? MtAhpD, (205, 494), (232,
(Rv2428) peroxinitrito (k = 1.6 x10°M™'s™) MtTrx C 234)
Tpx Tpx, peroxinitrito (k = 1.33 x 10’ M's™) MtTrx B, (243)
(Rv1932) MtTrx C
AhpE AhpE, peroxinitrito (k= 1.9 x 10' M"s™) MtMrx 1 + (213, 247), (142,
(Rv2238c) AG-OOH (k ~ 108 M's™) MSH®, H,S 221)
PrxQ B PrxQ/BCP AG-OO0H (k15.1peTe = 3 X10°M"'s™) MfTrx B, (397)
(Rv1608c) peroxinitrito (k = 1 x 10°M™'s™) MtTrx C
PrxQ PrxQ/BCP ND ND
(Rv2125)
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A Valor determinado para la AhpC de Salmonella typhimurium. MtAhpC redujo el H,O» mas rapido que el
t-bOOH, el cumeno-OOH vy los hidroperoxidos derivados del acido linoleico pero no se reporté el valor
constante de la velocidad para la reaccion (232). Las constantes de velocidad aparentes con el

peroxinitrito fueron determinadas a pH fisiologico, excepto para AhpC (pH 6.8).

B Luego de largos tiempos de incubacion, el MSH solo también podria reducir a la MtAhpE oxidada (222),

pero no se determiné la importancia de esta reaccion en catalisis.

Mediante el uso de una combinaciébn de técnicas experimentales y
computacionales determinamos las bases moleculares de la especificidad por
sustrato oxidante de MtAhpE. Creemos que estudios similares podrian
emplearse para explicar dicha especificidad de otras Prxs e incluso de
peroxidasas dependientes de tioles/selenoles de otras familias proteicas.

Por otra parte, los resultados encontrados en esta Tesis aportan a la
comprension de las reacciones de persulfuracion proteica en general, ya que
utilizamos a la MtAhpE como proteina modelo para estudiar reacciones de
formacion y reactividad de persulfuros proteicos. Nuestros resultados sugieren
la posibilidad de que las Prxs actien como intermediarios en reacciones de
persulfuracion proteica, posibilidad que merecera estudios en mayor

profundidad.

Finalmente, si bien nuestros estudios en Prx3 mitocondrial son incipientes, y
resta mucho camino por recorrer, comenzamos la caracterizacion de
modificaciones nitro-oxidativas de la proteina in vitro y desarrollamos
herramientas que nos permitirdn continuar con su estudio en mitocondrias

aisladas.
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