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Resumen 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el patógeno causante de la enfermedad 

Tuberculosis, que causa la muerte de 1.3 millones de personas por año. El 

macrófago es la célula blanco más importante de la infección por Mtb. Estas 

células son capaces de fagocitar a los patógenos que se ven expuestos a 

diferentes especies citotóxicas, incluyendo oxidantes tales como peróxido de 

hidrógeno, hidroperóxidos de ácidos grasos y peroxinitrito. El objetivo general 

de esta Tesis es la caracterización funcional de diferentes componentes del 

sistema antioxidante dependiente de tioles del Mtb que facilitarían su 

supervivencia en el fagosoma del macrófago activado. En particular realizamos 

la caracterización cinética y fisicoquímica de la alquilhidroperóxido reductasa E 

(AhpE) y la peroxirredoxina Q B (PrxQ B), dos de las cinco peroxirredoxinas 

(peroxidasas dependientes de tioles) codificadas en el genoma de Mtb. 

Realizamos un estudio que complementa experimentos cinéticos con 

simulaciones computacionales que nos permitió dilucidar las bases moleculares 

de la especificad por sustrato oxidante de la AhpE. Por otro lado demostramos 

que el sulfuro de hidrógeno puede actuar como sustrato reductor de esta 

peroxirredoxina, en un mecanismo que procede a través de la formación de un 

persulfuro. Predicciones cinéticas indican que el sulfuro de hidrógeno podría 

competir como reductor con el sistema micotiol/micorredoxina-1, que 

reportáramos en estudios previos. Adicionalmente, realizamos una 

caracterización funcional de la PrxQ B, evaluando diferentes sustratos 

oxidantes y reductores, así como estudios fisicoquímicos que nos permitieron 

demostrar cambios estructurales de la enzima vinculados a su estado redox. 

Por último, y teniendo en cuenta reportes que indican que macrófagos 

infectados por cepas virulentas de Mtb expresan menos peroxirredoxina 3, 

único miembro de esta familia exclusivamente mitocondrial, estudiamos 

modificaciones nitro-oxidativas de dicha enzima, que cumple un rol clave en la 

reducción de hidroperóxidos y peroxinitrito en la mitocondria. 
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Abreviaturas  

Tuberculosis (TB), bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), cepas 

multirresistentes a drogas (MDR-TB, Multidrug-Resistant Tuberculosis), 

interferón gama (INF-γ), necrosis tumoral (TNF, Tumoral Necrosis Factor), 

especies reactivas del oxígeno (ROI, Reactive Oxygen intermediates), especies 

reactivas del nitrógeno (RNI, Reactive Nitrogen Intermediates), NADPH oxidasa 

(Nox2), radical anión superóxido (O2
•-), radical perhidroxilo (HO2

•), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) superóxido dismutasas (SODs), glutatión peroxidasas (GPxs), 

peroxirredoxinas (Prxs), radical hidroxilo (•OH), óxido nítrico (•NO), óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS), lipopolisacárido (LPS), dióxido de nitrógeno radical 

(•NO2), peroxinitrito anión (ONOO−), ácido peroxinitroso (ONOOH), radical 

carbonato (CO3
•-), tiol (RSH), ácido sulfénico (RSOH), hidroperóxido de ácido 

graso (AG-OOH), fosfolipasa A2 (PLA2), lipoarabinomanano (LAM), factor de 

cordón o trehalosa dimicolato (CF), trehalosa monomicolato (TMM); 

dimicoserosato de tiocerol (PDIM); lipomonano (LM), sulfolípidos (SL), regulón 

de dormencia (regulón Dos), triacilglicéridos (TAG), tiorredoxina (Trx), 

tiorredoxina reductasa (TR), glutatión (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 (EMSH), hemoglobina truncada N (trHbN), catalasa-peroxidasa 

(KatG), sulfirredoxinas (Srxs), cisteína peroxidática (CP), cisteína resolutiva 

(CR), ácido sulfénico formado en la CP (CP-SOH), la totalmente plegada (FF, 

Fully Folded), localmente desplegada (LU, Locally Unfolded), proteínas 

disulfuro isomerasas (PDI, Protein Disulfide Isomerase), alquil hidroperóxido 

reductasa C de Mtb (AhpC), alquil hidroperóxido reductasa D (AhpD), 

dihidrolipoamida aciltransferasa (DalT), dihidrolipoamida deshidrogenasa (LpD), 

Bacillus Calmette-Guérin (BCG), tiol peroxidasa (Tpx), alquil hidroperóxido 

reductasa E (AhpE), proteínas comigratorias con bacterioferritina (BCP, 

Bacterioferritin Comigratory Protein), 1,4-ditiotreitol (DTT), dispersión dinámica 

de luz (DLS, Dynamic Light Scattering), dispersión de rayos X de ángulo 

pequeño (SAXS, Small Angle X-ray Scattering), sustitución nucleofílica 

bimolecular (SN2), mecánica cuántica/mecánica clásica (QM/MM, Quantum 

Mechanics/Molecular Mechanics), 15S-hidroperóxido-5Z,8Z,11Z,13E 
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eicosatetraenoico (15-HpETE), 15-HETE (ácido 15S-hidroxi-5Z,8Z,11Z,13E-

eicosatetraenoico), hidroperóxido de tert-butilo (t-bOOH);  hidroperóxido de 

cumeno (Cu-OOH), 1-anilino-8 naftaleno sulfonato (ANS), 5,5′-ditiobis-(2-

nitrobenzoato) (DTNB), pentaacetato de dietilentriamina (DTPA), 12S-

hidroperóxido-5Z,8Z,10E,14Z eicosatetraenoico (12-HpETE), 4-hidroperóxido-

2E-nonenal (4-HpNE), 4-hidroxi-2E-nonenal (4-HNE), constantes de velocidad 

observadas (kobs), transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET, 

Förster resonance energy transfer), dinámica molecular clásica (DM), área 

superficial accesible al solvente (SASA, solvent accessible surface area), 

enzima de resistencia a hidroperóxidos orgánicos (Ohr, organic hydroperoxide 

resistance), raíz cuadrada de la fluctuación cuadrática media (rmsf, root mean 

square fluctuation), sulfuro de hidrógeno (H2S), cistationina β-sintasa (CBS), 

cistationina γ-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(SO4)2), 3,3’-Bis[N,N-bis(carboximetil)-aminometil] 

orto-cresol sulfonftaleína (naranja de xilenol), 4,4’-ditiodipiridina (DTDPy), 

sonda de azufre sulfano 4 (SSP4, sulfane sulfur probe 4), ácido 5-tio-2-

nitrobenzoico (TNB), persulfuro de la MtAhpE (MtAhpE-SSH), peso molecular 

(PM), peroxidasa de rábano (HRP, horseradish peroxidase), Tris(2-carboxietil) 

fosfina (TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphine), hidroperóxido de colesterol 

conjugado a ácido linoleico (Co-OOH), ácido borónico de cumarina (CBA, 

coumarin boronic acid), HRP-compuesto 1 (HRP-1), dispersión de luz 

multiangular (MALS, multiangle ligth scattering), cromatografía de exclusión 

molecular (Size-exclusion chromatography, SEC-FPLC), dicroísmo circular 

(DC), glutatión reductasa (GR), proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV, 

Tobacco Etch Virus), N-etilmaleimida (NEM), radio hidrodinámico (RH), radio de 

giro (Rg). 
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A. Introducción General 

 

A.I. TUBERCULOSIS 

A.I.1. Ciclo de patogénesis 

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Este patógeno puede infectar cualquier 

órgano del cuerpo, pero son frecuentemente los pulmones los más afectados. 

La TB se transmite por vía aérea, producto de la exposición repetida a la tos de 

una persona con infección activa (Figura A1) (1). Los bacilos son eliminados 

por mecanismos de inmunidad mediada por células o son fagocitados y 

contenidos dentro de macrófagos alveolares y/o granulomas. El Mtb es un 

patógeno altamente exitoso capaz de evadir el sistema de defensa del 

macrófago y además puede persistir en el huésped en un estado de escasa 

actividad metabólica (dormencia) en el cual las dogas antituberculosas son 

poco efectivas (2-4). Sin embargo, algunos bacilos pueden mantener un estado 

metabólico activo, por lo que, en algunos casos el progreso de la enfermedad 

puede detenerse con farmacoterapia, como la isoniazida (Figura A1). La TB 

latente es el estado de la enfermedad en el cual se establece un balance entre 

el huésped y el patógeno sin causar los síntomas típicos de la infección activa 

(fiebre y sudor, tos persistente, pérdida de apetito y cansancio, dificultades para 

respirar y dolor torácico) (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 reactivación de la infección existente implicando riesgo de vida. 

Esto se ve incrementado por factores de inmunodepresión como el VIH-SIDA, 

la diabetes, malnutrición y exposición al humo del tabaco (7). La reactivación 

de TB puede ser revertida mediante farmacoterapia. Sin embargo, la ausencia 

de o el tratamiento erróneo puede conducir a la formación de lesiones en el 

pulmón, provocando la licuefacción del tejido, un tipo de necrosis que da como 

resultado una transformación del tejido en una masa líquida viscosa. Además, 

el desarrollo de cavidades cercanas a los espacios de las vías aéreas permite 

una nueva difusión del bacilo a través de la vía aérea. De esta manera, el Mtb 



11 
 

se transmite a otros individuos para establecer una nueva infección primaria. A 

su vez, los macrófagos infectados pueden permanecer en el pulmón o se 

pueden diseminar a otros órganos y tejidos (TB extrapulmonar). 

 

Figura A1. Ciclo de Patogénesis del Mtb. Esquema modificado de (8) 

A.I.2. Situación actual de la TB 

Actualmente, la TB es una de las 10 causas más comunes de muerte y 

la principal causa de muerte por un agente infeccioso (situándose por encima 

del HIV/AIDS) a nivel global. Según 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 millón niños. Los casos de TB por infección de cepas 

multirresistentes a drogas (MDR-TB, multidrug-resistant tuberculosis) altamente 

patogénicas, continúa siendo un problema de salud pública. Se estima que en 
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el año 2018, 500.000 personas desarrollaron TB por cepas resistentes a la 

rifampicina, una droga de primera línea y el 78% de estos casos resultaron ser 

MDR-TB a las drogas de primera línea. 

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

 

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 

población mundial) tiene TB latente y están en riesgo de desarrollar TB activa. 

En Uruguay la incidencia está estimada en unos 26.7 casos nuevos cada 

100.000 personas en 2017, aunque este número ha ido aumentando 

lentamente desde el año 2000 según datos aportados por la Comisión 

Honoraria para la Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes. Entre 

estos datos de nuestro país se destaca un aumento en el número de casos en 

la población carcelaria de 2016 a 2017, número que venía en descenso desde 

el 2013 al 2016, 

(http://www.chlaep.org.uy/descargas/diaTB2018/1Situacion_actual_TB_Urugua

y_DrArrieta.pdf). 

 

 

https://www.who.int/tb/publications/global_report/en/
https://www.who.int/tb/publications/global_report/en/
http://www.chlaep.org.uy/descargas/diaTB2018/1Situacion_actual_TB_Uruguay_DrArrieta.pdf
http://www.chlaep.org.uy/descargas/diaTB2018/1Situacion_actual_TB_Uruguay_DrArrieta.pdf
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A.II. INMUNIDAD MEDIADA POR CÉLULAS   

La eliminación o contención del Mtb depende de la respuesta inmune 

innata y adaptativa del huésped. La llegada al pulmón es mediada por la 

inhalación de pequeñas gotas (aerosol) que contienen un número bajo de 

bacilos (1). Una vez en el epitelio alveolar, el Mtb se encuentra con su célula 

blanco primaria, el macrófago alveolar, además de las células dendríticas y 

neutrófilos, que son atraídas al sitio de infección. El epitelio alveolar es un  

ambiente particular por lo que el macrófago alveolar está adaptado a minimizar 

el daño en el pulmón (9). El macrófago y otras células mieloides censan la 

presencia del Mtb mediante receptores de reconocimiento de patógenos o de 

reconocimiento de opsoninas unidas al Mtb. Estos receptores reconocen 

patrones moleculares asociados a patógenos, como por ejemplo, lípidos que 

componen la pared celular del Mtb (10). El reconocimiento promueve el 

proceso de fagocitosis para la internalización del Mtb en fagosomas y su 

posterior maduración, que involucra la fusión con lisosomas, que contienen 

proteasas y lipasas antimicrobianas. Las células infectadas con el Mtb migran a 

los ganglios linfáticos pulmonares, donde la respuesta inmune adaptativa se 

inicia con la producción de interferón gama (INF-γ) por las células T y de 

anticuerpos por las células B (11, 12). El modelo clásico de una respuesta 

inmune exitosa a Mtb incluye la activación de los macrófagos por INF-γ para 

eliminar el Mtb (Figura A3). Dicha activación, conduce a la fusión entre el 

fagosoma con el lisosoma, con la concomitante acidificación del fagolisosoma 

promovida por la bomba de protones V-ATPasa, secreción de citoquinas como 

el factor de necrosis tumoral (TNF, Tumoral Necrosis Factor), IFN-α, IFN-β, 

interleuquina-6,-12 e -1 β, y producción de especies reactivas del oxígeno (ROI, 

Reactive Oxygen intermediates) y especies reactivas del nitrógeno (RNI, 

Reactive Nitrogen Intermediates) (mecanismo que describiremos en la 

siguiente sección) que junto con las proteasas y lipasas, promoverán la 

eliminación del Mtb (13).  
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Figura A3. En los macrófagos en reposo, el Mtb detiene la maduración de fagosoma e inhibe la fusión del 

fagosoma con el lisosoma. Como consecuencia, Mtb reside en un compartimento ligeramente ácido y está 

expuesto a ROIs generados por la NADPH oxidasa 2 (NOX2). Tras la activación con IFN-γ, el fagosoma 

madura y se fusiona con lisosomas. Esto expone a Mtb a un ambiente ácido generado por la V-ATPasa, 

RNIs derivados de la óxido nítrico 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 citoplasmático utilizando lisosomas. El contenido incluye 

macromoléculas y orgánulos, así como patógenos intracelulares como el Mtb 

(proceso llamado xenofagia (15)). La autofagia es estimulada por INF-γ (16) y 

el proceso incluye la formación de un fagoporo, alargamiento y cierre del 

autofagosoma, seguido de fusión 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 activación de las células inmunes, diferenciación y muerte 

celular. El mecanismo de acción del TNF la regulación de la supervivencia del 

Mtb es parcialmente atribuido a la activación de macrófagos con aumento de la 

fagocitosis y la producción de ROIs y RNIs. Usando la infección del modelo del 

pez cebra con Mycobacterium marinum, Roca y colaboradores demostraron 

que el TNF induce la producción de ROIs por las mitocondrias, que inicialmente 

conduce a un aumento de la muerte del Mtb pero también culmina en necrosis 

de macrófagos, favoreciendo así la supervivencia del patógeno (18). 

Cuando la respuesta inmune no tiene éxito, el Mtb continúa creciendo 

intracelularmente hasta que lisa la célula y reinfecta nuevas células o se replica 

extracelularmente. Cuando la respuesta inmune es parcialmente exitosa, los 

macrófagos activados y otras células huésped (células T, B y fibroblastos) 
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rodean células infectadas con Mtb en un granuloma, creando condiciones 

hipóxicas, ácidas, pobres en nutrientes que son menos permisivas para la 

replicación del Mtb. El granuloma puede beneficiar al huésped al contener y 

restringir la propagación de la infección 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.II.1. Fagocitosis y generación de ROIs y RNIs por el macrófago 

Describiremos las vías de generación (Figura A4) y la química de los 

ROI y RNI (que son “actores” fundamentales en la realización de esta Tesis) 

involucrados en la eliminación de patógenos en general. 

Tras el reconocimiento y la fagocitosis de los patógeno se desencadena 

el ensamblaje y activación de la NADPH oxidasa 2 (Nox2) de macrófagos, un 

complejo enzimático que comprende componentes citoplasmáticos reguladores 

(p47phox y p67phox) y el heterodímero, gp91phox-gp22phox unido a la 

membrana. La formación del complejo activo conduce a la reducción univalente 

del O2 al radical anión superóxido (O2
•-) (20). Los equivalentes de reducción 

requeridos para esta reacción provienen del NADPH, que se genera 

fundamentalmente en la vía de las pentosas fosfato, permitiendo la generación 

de O2
•- que puede durar de 10 a 90 minutos (21-23). A medida que los 

electrones fluyen de NADPH a O2, los protones se mueven a través de canales 

dependientes de protones activados por voltaje, manteniendo así la actividad 

de la Nox2 (20). El O2
•- (E°´ O2/O2

•- = −0.33 V) puede actuar como un oxidante 

univalente o como reductor (24, 25). La forma protonada del O2
•-, el radical 

perhidroxilo (HO2
•), es un ácido débil (pKa = 4.75 (26)) y un oxidante más 

potente (E°´ O2
•-, H+/HO2

• = 1.0 V) comparado con el O2
•-, que a diferencia de 

este último, puede atravesar fácilmente membranas biológicas debido a su 

neutralidad. Debido a la disminución del pH fagosomal, la relación de 

concentraciones entre el O2
•- y el HO2

• y la relevancia de sus reacciones son 

dependientes de ese cambio en el pH. El HO2
• reacciona rápidamente con 

ácidos grasos poliinsaturados (k~103 M-1s-1), iniciando reacciones de 

peroxidación lipídica (27). El O2
•- puede oxidar centros Fe-S (4Fe-4S; k = 106 a 
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107 M−1s−1) en el sitio activo de deshidratasas como la aconitasa (28, 29) y 

fumarasas (30, 31), lo que resulta en la liberación de Fe de estos grupos y la 

concomitante inactivación enzimática (29, 32).   

El O2
•- puede dismutar a peróxido de hidrógeno (H2O2) y O2 en una 

reacción catalizada por superóxido dismutasas (SODs, (25, 33)). El H2O2 es un 

oxidante fuerte (E°´ H2O2/H2O = 1.77 V), pero sus reacciones con la mayoría de 

las biomoléculas son lentas debido a que presentan una alta energía de 

activación. Las excepciones son los centros Fe-S presentes en deshidratasas, 

enzimas que contienen grupos hemo y los tioles/selenoles peroxidáticos, es 

decir de peroxidasas que precisan de dichos grupos funcionales para su 

actividad, en su mayoría pertenecientes a la familia de las glutatión peroxidasas 

(GPxs) o peroxirredoxinas (Prxs) (34, 35). El pKa de H2O2 es ∼11.6, por lo que 

a pH fisiológico se encuentra en forma protonada. Tanto el O2
•- y el H2O2 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 más reactivo (E°´ 

•OH/H2O = 2.33 V) y reacciona prácticamente con la totalidad de las 

biomoléculas. En vista a su alta reactividad, el •OH generado en el fagosoma es 

poco probable que cause daño selectivo a los patógenos internalizados. La 

generación sitio específica de •OH se ha propuesto como el mecanismo 

subyacente al daño del ADN y la toxicidad resultante de liberación de Fe 

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

Los macrófagos sintetizan óxido nítrico (•NO) a partir de L-arginina y O2 

en presencia de NADPH, reacción catalizada por el complejo de la óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS). La activación de la iNOS depende de citoquinas, 

incluyendo TNF-α, IFN-γ, IL-1β y factores derivados de patógenos, como el 

lipopolisacárido (LPS). La activación de enzimas relacionadas a la iNOS y de 

transportadores favorece el aporte sustancial de sustrato (rango de mM) y 

duradero (horas) para la producción de •NO (39, 40). La iNOS se localiza en el 

citosol cercana al fagosoma (41). El máximo nivel de expresión de la iNOS en 

macrófagos murinos se alcanza 4–5 h después de la estimulación con IFN-γ y 

LPS, generándose 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 electrón  

(E°´ •NO, H+/HNO = −0.8 V, (44, 45)). La naturaleza no cargada de esta 
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pequeña molécula le da un carácter lipofílico, por lo que puede difundir hacia el 

fagosoma (46-48), donde puede lograr concentraciones del orden de µM. 

Aunque es un oxidante débil, el •NO puede reaccionar con radicales 

biológicamente relevantes, por ejemplo, el O2
•-, dióxido de nitrógeno radical 

(•NO2); radicales tiilo, peroxilo y tirosilo, con constantes de velocidad cercanas 

a las controladas por difusión (1–3 × 109 M−1s−1, (49-51)). Es importante 

destacar que el efecto citostático del •NO en las células tumorales y patógenos 

dependen en parte de la inhibición de la ribonucleótido reductasa (una enzima 

crucial para síntesis de ADN), lograda mediante la reacción del •NO con el 

radical tirosilo estable y catalíticamente 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 generación sitio específica de O2
•-, derivando 

en la formación peroxinitritoa (54), un especie con capacidad de oxidar y nitrar 

moléculas. La reacción entre el O2
•- y el •NO para formar el peroxinitrito es muy 

rápida (k = 1 × 1010 M−1s−1, (49, 55, 56)) y puede competir con la dismutación 

de O2
•- por la SOD (57). Como vimos arriba, la fagocitosis conduce a la 

activación de la Nox2 produciendo O2
•-, que en presencia de •NO lleva a la 

generación de peroxinitrito en el fagosoma (22). 

El peroxinitrito es un oxidante fuerte, capaz de oxidar por uno o dos 

electrones diferentes biomoléculas (E°´ ONOO–/•NO2 = 1.4 V y E°´ ONOO–

/NO2
– = 1.2 V). Gran parte de la citotoxicidad del O2

•- y el •NO es debido a la 

formación de peroxinitrito, que deteriora las respiración celular y desencadena 

la muerte celular mediada por reacciones de oxidación y nitración (56). El 

peroxinitrito anión (ONOO−) y su ácido conjugado, el ácido peroxinitroso 

(ONOOH) (pKa = 6.8, (58)) difieren en estabilidad, reactividad y capacidad de 

difusión, por lo que la bioquímica de peroxinitrito en los sistemas biológicos 

dependen mucho del pH (59). En ausencia de blancos el ONOOH sufre 

homólisis dando •OH y  •NO2. A su vez, el ONOO− puede reaccionar con CO2 (k 

= 5.8 × 104 M−1s−1 a 37 °C) para producir el aducto de nitrosoperoxocarboxilato 

(ONOOCO2
-) que sufre una rápida homólisis, produciendo •NO2 y radical 

                                                           
a
 Los nombres recomendados por la IUPAC para el peroxinitrito anión (ONOO

-
) y su ácido 

conjugado, el ácido peroxinitroso (ONOOH), son oxoperoxonitrato (1–) e oxoperoxonitrato de 
hidrógeno, respectivamente. El término peroxinitrito se usa para referirse a la suma de ONOO

-
 

y ONOOH. Los nombres recomendados para el óxido nítrico y el radical carbonato anión son 
monóxido de nitrógeno u oxidonitrógeno (

•
) y trioxidocarbonato (

•
 1–), respectivamente. 
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carbonato (CO3
•-) (60, 61). Sin embargo, la pequeña distancias de difusión (<1 

μm) requeridas para que las especies reactivas alcancen a los patógenos 

dentro de los fagosomas de los macrófagos aseguran que la mayor parte del 

peroxinitrito alcance su blanco antes de que pueda ser consumido por la rápida 

reacción con el CO2 (62). El CO3
•- generado por esta reacción, así como el •OH 

y el •NO2 derivados de homólisis de ONOOH pueden oxidar aminoácidos, tales 

como la Tyr dando radical tirosilo, que se recombina rápidamente con el •NO2 

para generar 3-nitrotirosina en proteínas (56, 63), cuya formación, si bien no 

específica para el peroxinitrito, refleja la generación de oxidantes derivados del 

•NO (64). Esta modificación pos-traduccional oxidativa de proteínas puede 

afectar la integridad estructural o el metabolismo del patógeno llevando a su 

muerte (56). El peroxinitrito también puede oxidar tioles (RSH) a sus 

correspondientes ácidos sulfénicos (R-SOH) (56, 65) y puede reaccionar con 

metales de transición presentes en proteínas (por ejemplo, Cu/Zn, Mn y Fe-

SODs), produciendo complejos oxo-metal y •NO2 los cuales pueden conducir a 

la nitración e inactivación de proteínas (66). Otro blanco del peroxinitrito son los 

centros Fe-S con los cuales reacciona rápidamente, lo que lleva a la liberación 

del Fe e inactivación de proteínas que contienen estos grupos (67). 

 

Figura A4. Formación de ROIs y RNI en el fagosoma del macrófago activado. La activación de la 

Nox2 (esfera azul) conduce a la generación de O2
•-
 (1) hacia el fagosoma que tiene un pH ≤ 5. El O2

•-
 

dismuta a H2O2 (2) y/o protona para generar el radical HO2
•
 (3). A su vez el O2

•-
 puede llegar al patógeno 

por medio de canales aniónicos, mientras que tanto H2O2 como HO2
•
  pueden difundir a través de las 

membranas. Los macrófagos activados que expresan iNOS (esfera roja) produce 
•
NO (4), que difunde al 

fagosoma y reacciona rápido con el O2
•-
 (5) produciendo peroxinitrito anión (ONOO

−
). Este se puede 

protonar a ácido peroxinitroso (ONOOH, pKa = 6.8); ONOO
−
 también puede reaccionar con CO2 para 

producir los radicales 
•
NO2 y CO3

•-
 con rendimientos cercanos al 35%. El peroxinitrito puede oxidar 

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

proteínas o lípidos de membrana. Modificado de (68). 

Los radicales •OH y •NO2 pueden participar en reacciones de 

peroxidación lipídica, lo que resulta en la formación de hidroperóxidos 

derivados de ácido grasos (AG-OOH) en las membranas celulares (69, 70). 

Estos también pueden ser sintetizados por mecanismos enzimáticos (71). Los 

AG-OOH pueden ser liberados de las membranas por la acción de la 

fosfolipasa A2 (PLA2) (72). Akaki y colaboradores reportaron que el ácido 

araquidónico libre es tóxico 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 ácidos 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 citotóxicas (74). 

Existen varias terapias antituberculosas utilizando drogas que 

promueven formación de ROI y RNI citotóxicos (75-78). Además, el 

metabolismo de compuestos azufrados en Mtb (será descripto brevemente en 

el Capítulo 2) es una vía importante para la supervivencia, patogénesis y su 

defensa antioxidante. Drogas inhibidoras de estas vías mostraron una potente 

actividad micobactericida contra cepas de Mtb de tipo salvaje, MDR-TB y cepas 

extremadamente resistentes a drogas aisladas de muestras clínicas (79). Esta 

estrategia supone la disminución de la capacidad antioxidante del sistema 

dependiente de tioles, en lugar de generar un aumento de especies oxidantes. 

Otra estrategia involucra la modificación redox de ciertos blancos importantes 

para la supervivencia del microorganismo (80, 81). Dado que los mecanismos 

enzimáticos que permiten la desintoxicación de ROI y RNI, en general, y la 

reducción de hidroperóxidos, en particular, constituyen una de las estrategias 

que permiten al bacilo infectar y persistir en el interior del fagosoma de los 

macrófagos activados, su conocimiento podría facilitar el desarrollo racional de 

drogas. 
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A.III. FISIOLOGÍA DEL Mtb  

A.III.1. Características del Mtb 

El Mtb es un aerobio obligatorio, aunque, se ha demostrado que puede 

sobrevivir más 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 móviles 

y no esporulados que tienen un alto contenido de citosina y guanina en su ADN 

(83). Una característica 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 composición de la pared hace que las células 

sean impermeables a la tinción de Gram, debido a la presencia del ácido 

micólico que inhibe la absorción de la tinción. 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, ácidos micólicos y lipoarabinomanano como 

se muestra en la Figura A5. Todas las especies de micobacterias producen 

ácidos grasos del tipo α-alquil, β-hidroxil de alto peso molecular (60-90 

carbonos), por lo que el alto contenido de lípidos representa el 40% del peso de 

la pared celular (85). Los ácidos micólicos y ácidos grasos de cadena larga del 

tipo 2-alquil, 3-hidroxi son característicos en la pared celular de Mtb. Los ácidos 

micólicos se disponen en forma de bicapa en asociación con lípidos de la pared 

celular para servir como una barrera de permeabilidad de baja fluidez. Una 

variedad de lípidos únicos, como el lipoarabinomanano (LAM), están 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 citoplasmática de las micobacterias 

está encapsulada por una capa de peptidoglicano. El peptidoglicano está unido al arabinogalactano a 

través de enlace covalente que involucra un disacárido y un grupo fosfato. El arabinogalactano es un 

polisacárido de cadena ramificada que consiste en una cadena de galactosa proximal unida a una cadena 

de arabinosa distal. Los ácidos micólicos son un componente esencial de la pared celular, están unidos 

covalentemente al copolímero de arabinogalactano-peptidoglicano. Los lípidos libres se muestran en rojo. 

Otro componente principal asociado no covalentemente a la pared celular micobacteriana es el 

lipoarabinomanano (LAM), que está unido a la membrana citoplasmática mediante un fosfatidilinositol. La 

porina, MspA, media la absorción de nutrientes pequeños e hidrofílicos, tales como azúcares y fosfatos, 

mientras que los compuestos hidrofóbicos se difunden directamente a través de la pared celular; CF, 

factor de cordón (o trehalosa dimicolato); TMM, trehalosa monomicolato; PDIM, dimicoserosato de 

tiocerol; LM, lipomonano, SL: sulfolípidos. La capa más externa es la cápsula que está compuesta 

principalmente de proteínas y cantidades menores de carbohidratos y lípidos. Esquema modificado de 

(87). 

Aunque el genoma del Mtb es menor al de Escherichia coli, este es muy 

versátil, codificando para todas las vías anabólicas y catabólicas típicas en 

bacterias, así como la síntesis y degradación de aminoácidos. Sin embargo, un 

aspecto interesante que diferencia al Mtb de otras bacterias es que de 

aproximadamente 4000 genes del genoma, la mayoría codifica enzimas 

involucradas en la lipólisis (para la supervivencia del patógeno en el huésped) y 

lipogénesis (para la síntesis de la envoltura celular). Este patógeno tiene 

alrededor de 250 enzimas involucradas en el metabolismo de ácidos grasos. 

Además, codifica para enzimas requeridas para la glucolisis, vía de las 

pentosas fosfato y los ciclos del ácido cítrico y glioxilato, lo que demuestra el 

metabolismo dinámico del bacilo.  
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A.III.2. Estrategias de supervivencia del Mtb  

Existe una extensa literatura sobre los mecanismos de supervivencia del 

Mtb frente a la respuesta del macrófago (88-90). Estos incluyen la capacidad 

de Mtb de dañar el fagosoma (91) en etapas tempranas de la fagocitosis, inhibir 

la maduración del fagosoma (92), inhibir su acidificación (93, 94), la inhibición 

de la autofagia en macrófagos infectados (95), siendo importantes los 

mecanismos implicados a la adaptación del Mtb al estrés redox, que 

describiremos a continuación. 

Durante diferentes etapas de la infección, el Mtb puede estar libre, 

dentro del fagosoma de macrófago o en el granuloma. Es decir, el bacilo está 

expuesto a diferentes microambientes lo que conlleva a una respuesta 

heterogénica en cuanto a la expresión génica, estado de replicación y cambios 

metabólicos. 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 clásicos 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 

H2O2 (96, 97). A pesar de ello, el Mtb posee sistemas sensores que le permiten 

sobrellevar el dinámico escenario redox con éxito. DosT y DosS son dos 

sistemas sensores que contienen grupos hemo y que se ubican en la 

membrana citoplasmática (Figura A6). Se propone que DosS actúa como un 

sensor redox y DosT primeramente como un sensor de hipoxia, ya que los 

gases fisiológicamente relevantes como el O2, el •NO y el CO son ligandos o 

pueden oxidar a los átomos de Fe de los hemo (98). Ambos sistemas son 

capaces de activar un factor de transcripción, DosR, llevando a la inducción de 

genes cruciales en el regulón Dos (conocido como regulón de dormencia), 

involucrados en la supervivencia en anaerobiosis provocando el cambio 

metabólico característico en el estado de latencia del bacilo (99). La 

consecuencia de este cambio incluye regulación a la alta de la capacidad de 

utilización de aceptores de electrones alternativos como nitrato y fumarato 
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(100, 101), regulación a la baja del metabolismo basal (102, 103), regulación a 

la alta de la producción de triacilglicéridos (TAG) (104, 105) y engrosamiento de 

la pared celular del bacilo (106). A su vez, es capaz de promover la rápida 

recuperación de la capacidad de replicarse del bacilo una vez que prevalecen 

las condiciones favorables de crecimiento (103). Estos sistemas no tienen 

homólogos en bacterias, lo que sugiere que la capacidad de censar los niveles 

de O2, 
•NO y CO por parte del Mtb podría conferir una ventaja evolutiva para 

este patógeno altamente exitoso.  

Otro sistema sensor redox conocido en el Mtb son la familia de las WhiB 

(1-7), en particular WhiB3 (107). Son proteínas con centros 4Fe-4S (Figura A6), 

los cuales pueden unir •NO y desensamblarse por O2 (107). En cuanto al 

WhiB3, se demostró 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 expresión génica. Recientemente, se reportó que el WhiB3 actúa 

mediante la detección de cambios en el estado redox del micotiol, principal tiol 

de bajo peso molecular de estas bacterias, que se describirá posteriormente 

(108, 109).  

 

Figura A6. Esquema de los sensores redox del Mtb. Las proteínas quinasas DosS y DosT que 

contienen hemo detectan el 
•
NO, CO y O2 durante la infección y activan la respuesta del regulador DosR 

que induce el regulón Dos. También, se muestra la interacción de O2 o 
•
NO con miembros de la familia de 

proteínas WhiB que contienen un clúster de 4Fe-4S que regulan la homeostasis redox intracelular de Mtb, 
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así como la adaptación metabólica 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 infección 

en ratones y cobayos (111). Se sugiere que este factor censa cambios 

intracelulares redox asociados a la hipoxia y favorece la utilización de ácidos 

grasos en lugar de azúcares (107). El WhiB3 regula de manera redox 

dependiente, la producción de lípidos, incluyendo TAG (112) fuente de carbono 

para el estado persistente del Mtb (113). Como ya mencionamos, la síntesis de 

TAG está también regulada por DosT/S/R por lo que se establece un enlace 

entre las dos vías de señalización redox, una extracelular (DosT/S) y una 

intracelular (WhiB3). WhiB3 también modula la asimilación de propionato para 

la síntesis de lípidos libres de la pared celular (CF, PDIM y SL, Figura A5) 

(112).    

Los factores sigma (σ) son responsables de gran parte de la 

especificidad de la expresión génica a nivel celular (114, 115). Se ha 

demostrado que de los trece factores σ expresados en Mtb (115), SigH, SigE, 

SigL, SigF, así como el factor de respuesta general al estrés SigB están 

involucrados en la respuesta al estrés redox (116-120). Estos factores σ que 

son controlados por los factores anti-σ (o por otros factores σ para el caso del 

SigB), proteínas que coordinan Zn y que son capaces de detectar las señales 

de estrés. Tras la activación, los factores σ se unen a sus respectivas 

promotores e inducen la transcripción de genes de homeostasis redox que 

incluyen tiorredoxinas (Trxs), Prxs, así como también otros factores de 

transcripción (121).  

Uno de los factores σ más 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 macrófagos, que sugiere un rol 

en la patogénesis y supervivencia dentro del huésped (123, 124). El SigH 

confiere protección del estrés redox al regular la expresión de varios genes, 

tales como, Trxs, junto con la tiorredoxina reductasa (TR), y otros dos factores 

σ, SigE y SigB (122, 125). El SigH es regulado por el factor anti-σ, la RshA 

(126). Similar a SigH, el SigE ha demostrado ser vital para la supervivencia del 
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Mtb dentro del macrófago activado, lo que lo implica como un importante factor 

de virulencia (127-129). SigE se regula mediante su factor anti-σ, RseA, que 

detecta la presencia de ROIs y otros agentes oxidantes de tioles (116).  

A.III.3. Sistemas antioxidantes del Mtb 

Describiremos brevemente los sistemas antioxidantes implicados 

directamente en la detoxificación de RNIs y ROIs a los que está expuesto el 

Mtb durante la infección, haciendo hincapié luego en las Prxs que son el 

objetivo de estudio de esta Tesis.   

A.III.3.a. Tioles de bajo peso molecular 

En la mayoría de los eucariotas y bacterias, el glutatión (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-α-D-glucopiranósido, Figura A7) como principal 

tiol de bajo peso molecular (130). La biosíntesis 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 ácidas y 

drogas (132-134). El Mtb también puede sintetizar ergotioneina (ERG, betaína 

de la 2-mercapto-L-histidina) (135)) y gamma-glutamil cisteína (136) (Figura 

A7), la interacción entre estos tres tioles de bajo peso molecular asegura 

protección óptima del bacilo contra las hidroperóxidos (137, 138). Las vías 

metabólicas del azufre del Mtb (requeridas para la síntesis de cisteína, MSH y 

ERG), como ya se mencionó, 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 exposición a oxidantes, varias 

proteínas forman disulfuros mixtos con MSH y estos disulfuros se reducen 

luego por la proteína análoga 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 reducción del NADPH (141). En condiciones de estrés 

oxidativo, el Mtb aumenta (a través de los factores σ SigH, SigE y SigB) la 

expresión del sistema Trx/TR junto con enzimas involucradas en la síntesis del 

MSH (125, 131). Como ya se mencionó, el WhiB3, regula la expresión 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 regulación de los sistemas implicados en la homeostasis 

redox en bacterias patógenas. 

Un punto a destacar, es la utilización 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 (EMSH) en 

Mtb bajo diferentes condiciones. 
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Figura A8. Resumen de los estudios en los cuales se midió el cambio en el EMSH en Mtb utilizando 

el biosensor, Mrx1-roGFP2. Este sensor contribuyó a una comprensión más profunda de la 

patogenicidad, mecanismos de supervivencia y resistencia a drogas antimicobacterianas. Por ejemplo: 1-

Se mostró una heterogeneidad redox mediante el EMSH en subpoblaciones de Mtb que depende de la 

ubicación diferentes estadios de la maduración del fagosoma (144). 2- El sensor WhiB3 y el EMSH 

controlan la inducción de sistemas de secreción tipo VII y policétidos lipídicos (derivados de propionato) 

bajo condiciones ácidas en el fagosoma inhibiendo su maduración (108). 3- El sensor WhiB4 y el  EMSH 

controlan la expresión de β-lactamasa que induce la tolerancia a la droga augmentina en la población de 

Mtb en la cual el EMSH es más negativo y viceversa (145). 4- Cepas aisladas de Mtb resistentes a 

isoniazida tienen un EMSH menos negativo y son altamente sensibles a ROI y viceversa (146). 5- El 

complejo oxidorreductasa asociado a la membrana (SodA-DoxX-SseA) regula la desintoxicación de O2
•-
 y 

el balance redox mediado por MSH en condiciones de infección (147). 6- El transportador de cistina-

glutamato, xCT regula el ingreso de cistina en los macrófagos, lo que resulta en el aumento de la 

biosíntesis de GSH en el huésped y un EMSH más negativo  involucrado en la virulencia en un modelo de 

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

A.III.3.b. Proteínas antioxidantes 

Mtb expresa diferentes enzimas antioxidantes. La protección contra el •NO 

depende principalmente de la hemoglobina truncada N (trHbN), la cual está 

asociada a la membrana plasmática del Mtb a través de las hélice-α H, G y   

pre-A, conservada en trHbN de cepas patógenas (150). La trHbN protege la 

respiración aeróbica de la inhibición mediada por •NO, metabolizando 
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rápidamente el •NO a nitrato mediante una mecanismo de una •NO 

dioxigenasa, como se muestra en la siguiente reacción, 

 

Esta reacción tiene una constante de velocidad de segundo orden determinada 

de 7.45 × 108 M−1s−1, correspondiente a un velocidad que se acerca al límite de 

difusión, siendo la •NO dioxigenasa más eficiente descrita hasta ahora (151). La 

pre-A esta ubicada en la región N-terminal y está implicada en la gran eficiencia 

de esta enzima (152). La trHbN del Mtb es altamente expresada durante la 

infección a macrófagos y mantiene su actividad •NO dioxigenasa incluso a 

bajas concentraciones de O2 (153). 

En Mtb, la dismutación de O2
•- es llevada a cabo por dos tipos de SOD, 

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

 

La SODA depende de Fe y es secretada en grandes cantidades por cepas de 

Mtb virulentas (154). La SODC depende de Cu y está asociada al exterior de la 

membrana plasmática. Ambas protegen al Mtb de la acción del O2
•- generado 

por el macrófago activado (155, 156). Se reportó 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 macrófagos, lo que sugiere que mecanismos 

independientes de la dismutación de O2
•- 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 actúa como catalasa o peroxidasa, utilizando una amplia 

gama de sustratos oxidantes y reductores (159, 160). La KatG es requerida 

para la activación de la prodroga isoniazida, por lo que las mutaciones que la 
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inactivan están asociadas a resistencia a la misma (161, 162). La activación de 

isoniazida implica su oxidación de un electrón por el compuesto I de la KatG, 

generando un aducto de isoniazida-NAD que inhibe a la reductasa de la 

proteína portadora del enoil-acilo, alterando la biosíntesis de ácidos grasos, 

como el ácido micólico (162). Las cepas que carecen de KatG son atenuadas 

cuando se infecta a ratones de tipo salvaje e iNOS-/-, pero se replican y 

persisten en ratones que carecen de gp91phox, lo que indica una contribución 

importante de KatG a la patogénesis a través de la reducción de hidroperóxidos 

derivados de la Nox2 tal como el H2O2 (163) siendo menos importante su 

capacidad de reducir peroxinitrito (160), como se muestra en la siguiente 

reacción, 

 

El Mtb, también expresa Prxs, dos de las cuales son objetivo de estudio de 

esta Tesis por lo que en la siguiente sección se describirá en detalle las 

características de estas proteínas antioxidantes.    

A.IV. 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 reducción de diferentes hidroperóxidos y peroxinitrito 

con constantes de velocidad de reacción en el rango de 104-108 M-1s-1 (165-

167). Además, generalmente tienen altos niveles de expresión en las células 

(por ejemplo, el 1% de los proteínas celulares de los mamíferos (168)). Estas 

dos características han posicionado a las Prxs como un fuerte sistema 

antioxidante en comparación con los otros sistemas caracterizados 

previamente, como, peroxidasas dependientes de hemo (ej. catalasa) y 

dependientes de selenocisteína (GPxs) (169, 170). Es más, el análisis global 

de la cinética de reducción del H2O2 y el peroxinitrito (que se forman en el 

citosol y la mitocondria de células eucariotas) por diferentes sistemas, predice 

que las Prxs serían las encargadas principales de la detoxificación de estos 

oxidantes (56, 171-173). 
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 Además, se han descripto otros roles para las Prxs, ya que pueden 

actuar como chaperonas moleculares (174, 175), participar en la regulación del 

ciclo circadiano (176-178) y en procesos inflamatorios y procesos que 

involucran a la inmunidad innata (179). Una de las funciones más estudiadas 

de estas enzimas aparte de su rol antioxidante, es su participación como 

sensores y reguladores en la señalización redox, principalmente la mediada por 

H2O2 (180-182). El H2O2 aparte de su rol citotóxico, ya descripto, participa 

como un mediador en la señalización redox y la regulación de ciertas funciones 

celulares (183-186). Se han descripto dos modelos del mecanismo que 

involucra la participación de las Prxs en la señalización mediada por H2O2 

(Figura A9). Uno es la “teoría de compuerta”, en la que se presentan a las Prxs 

como una compuerta que contiene la oxidación de diferentes blancos por H2O2 

donde la apertura de esa compuerta implica la inactivación de las Prxs por 

sobreoxidación, lo que posteriormente permitiría al H2O2 oxidar los diferentes 

blancos cuya reacción con el oxidante es más lenta (187). El otro modelo es 

denominado “redox relay” en la que una vez oxidadas las Prxs por el H2O2, 

estas son capaces de oxidar otros blancos transmitiendo la señal (182, 188, 

189). Estos dos mecanismos son aceptados y han estado sujetos 

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

 

Figura A9. Modelos que implican la participación de las Prxs como mediadores en la señalización 

redox mediada por H2O2. Las Prxs reducidas (Prxred, verde claro) actúan como “una compuerta” a la 

oxidación de segundos mensajeros por H2O2. Las Prxs van a ser sus blancos preferenciales, lo que causa 
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la oxidación (Prxox) y la sobreoxidación (Prxsobreox) (flecha marrón). Esto “abre la compuerta” para que el 

H2O2 actué directamente proteínas de señalización cuyos residuos de Cys reaccionan más lentamente, 

cuyos cambios redox que activan mecanismos de señalización. Los sistemas de reducción de Prxox y 

Prxsobreox (sulfirredoxinas, Srxs) vuelven a conducir al cierre de la compuerta y restauración del estado 

original. A su vez, las Prxox pueden interaccionar directa o indirectamente con proteínas de señalización 

promoviendo su oxidación, bajo forma de un "redox relay", afectando su función.         

La estructura de las Prxs se basa en un clásico plegamiento del tipo Trx, 

ya que habrían evolucionado de antecesor tipo Trx (191), que consiste en un 

núcleo central conformado por hojas-β y rodeado por hélices-α. Hay 4 residuos 

aminoacídicos ampliamente conservados entre las Prxs (conocidos como la 

tétrada catalítica, ver Figura A10), 3 de estos se encuentran en un motivo de 8 

residuos PxxxTxxC generalmente localizado en la primera vuelta de la hélice-

α2. La Cys y la Pro son totalmente conservadas y ocasionalmente la Thr alterna 

la posición con Ser. Esta cisteína es el sitio de reacción con el hidroperóxido, 

sustrato oxidante para estas enzimas, por lo que se la denomina cisteína 

peroxidática (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-β6. La importancia de estos residuos en la 

catálisis 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 catalítica de Prxs. Las 

estructuras derivan de la alineación de 1 miembro de cada una de las subfamilias de Prxs: HsPrx2 (PBDID 

1QMV); XcPrxQ (PDBID= 3GKK), EcTpx (PDBID= 3HVV), HsPrx5 (PBDID= 1HD2), PyPrx6 (PDBID= 1XCC), 

MtAhpE (PDBID= 4X0X). (B) Vista del potencial electrostático 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 año 2011, el grupo de la Dra. Poole realizó un análisis informático 

tomando en consideración 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 según la presencia o ausencia y la localización de un 

segundo residuo de cisteína que participa en el mecanismo catalítico formando 

un disulfuro con la CP, conocido como cisteína resolutiva (CR). Por lo que 

encontramos: Prxs de 1-cisteína, que no poseen CR; Prxs de 2-cisteínas 

atípicas en las que la CR se encuentra en alguna de 3 posiciones conservadas 

en la misma subunidad proteica que la CP (Figura A11) y Prxs de 2-cisteínas 

típicas en las que la CR se encuentra en una subunidad adyacente (en una de 2 

posiciones conservadas, N- o C- terminal, Figura A11) en un oligómero, 

decámero o dodecámero. Esta clasificación se realiza en base al destino del 

ácido sulfénico formado en la CP (CP-SOH) durante la reducción del 

hidroperóxido y sugiere un posible agente reductor que tiene que interaccionar 

con la enzima oxidada para completar el ciclo catalítico.        

 

Figura A11. Localización variable de la CR en la Prxs en general. Se muestran varias posiciones en 

donde se puede encontrar la CP (espacios coloreados) en relación a la CP del sitio activo (marcada con un 
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círculo y en rojo). Los disulfuros intramoleculares CP-CR se pueden dar entre la posición α2 (amarillo), α3 

(verde), α5 (azul) y los disulfuros intermoleculares en la posición N-terminal (Nt, naranja en la cadena de 

color dorado) y C-terminal (Ct, magenta en la cadena color negro). Representación tomada de (164). 

En cuanto a la estructura cuaternaria, las Prxs se presentan como 

monómeros, dímeros del tipo-A o -B y decámeros o dodecámeros formados por 

5 o 6 dímeros del tipo B, respectivamente, que se asocian en anillos por 

interacciones entre interfaces tipo A (Figura A12). Los dímeros tipo B se 

asocian por interacción entre los extremos de las hojas-β (198), mientras que 

en los dímeros tipo A (de antiguo o alternativo) se dan asociaciones entre giros 

al final de la zona C-terminal de las hojas-β paralelas (198, 199). En varias Prxs 

el estado oligomérico está influenciado por diferentes factores como pueden 

ser el pH, la concentración de la proteína, la fuerza iónica a la cual está 

expuesta la proteína, modificaciones pos-traduccionales, como la fosforilación, 

y el estado redox (200).     

 

Figura A12. Estructuras cuaternarias de Prxs. Para algunos Prxs, la estructura monomérica básica con 

un plegamiento del tipo Trx puede formar (A) dímeros tipo A (las subunidades se representan en púrpura 

y azul oscuro), o (B) dímeros de tipo B (azul oscuro y claro). (C) Algunos miembros de la subfamilia 

PrxI/AhpC y PrxVI forman estructuras decaméricas a través de la interacción de cinco dímeros tipo B a 

través de la asociación de interfaces tipo A. Los colores de las subunidades en los dímeros tipos A y B se 

utilizan en el decámero para mostrar cómo se genera a partir de estos dos tipos de interacciones. 

Modificada de (201). 

Estas enzimas catalizan reacciones bisustráticas por mecanismos 

cinéticos de tipo ping-pong (169). Para representarlo, se puede considerar que 
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la mayoría de las Prxs de 2-cisteínas son reducidas por Trxs, por lo que se 

puede describir la reacción catalizada por las Prxs de la siguiente manera,  

 

donde la Trx oxidada (Trxox) puede ser reducida (Trxred) por la TR a expensas 

de NADPH como fuente de electrones Figura A13A. El proceso global que 

comprende la reacción catalizada por las Prxs involucra 3 pasos en el ciclo 

catalítico (Figura A13B): 1. la reducción del hidroperóxido con la concomitante 

formación del CP-SOH, (Oxidación), 2. la condensación del CP-SOH con la CR 

formando un disulfuro (Resolución) y 3. la reducción del disulfuro por la Trx. 

Hasta el momento hay escasos reportes experimentales sobre la formación de 

un complejo enzima-sustrato durante el proceso de oxidación (202, 203) y 

mediante análisis de datos cinéticos en condiciones catalíticas de diferentes 

Prxs se considera que la formación de un complejo enzima-sustrato, si se 

produce, es efímero (169, 204).     

 

 

Figura A13. Ciclo catalítico de Prxs. (A) Descripción completa del flujo de electrones durante la 

reducción de hidroperóxido catalizada por las Prxs. Se representa el sistema Trx/TR/NADPH que es 

capaz de reducir a las Prxs de 2-cisteínas, aunque no todas las Prx son reducidas por este sistema. (B) 

Ciclo catalítico: oxidación, la reacción de CP con hidroperóxidos, produciendo el CP-SOH; resolución, la 

formación de disulfuro entre CP y CR (este proceso difiere en las Prxs de 1-cisteína donde no está 
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presente la CR, por lo que se forma un enlace disulfuro mixto); reducción por la Trx completa el ciclo. 

Figuras modificadas de (190). 

Todas la Prxs comparten el primer paso del ciclo catalítico en el cual el 

tiolato en la CP es oxidado a CP-SOH, siendo las especies reactivas de esta 

reacción la forma aniónica de la CP y la forma protonada del hidroperóxido. La 

presencia de la Arg y la Thr/Ser de la tétrada catalítica provoca la formación de 

una red de interacciones polares que estabilizan el tiolato de la CP y 

disminuyen su pKa significativamente (165, 166) en comparación al pKa de una 

Cys proteica usual. Los valores de pKa determinados para las CP de diferentes 

Prxs están en el rango de 5 a 6.3 por lo que a pH fisiológico existe más de un 

90% de la CP como tiolato (205-207). En el capítulo 1, se realizará una 

descripción de los factores implicados en la aceleración de este paso del ciclo 

catalítico de las Prxs.  

La resolución, como la formación del enlace disulfuro entre la CP y la CR, 

es exclusivo de las Prxs de 2-cisteínas. El estado más favorable de las 

especies reaccionantes es el CP-SOH y el CR-S-, aunque es muy poco probable 

que coexistan en proporciones importantes debido a que los pKas reportados 

para CP-SOH son más ácidos que para CR-SH (208). A su vez, la formación del 

disulfuro implica además de la reacción, un cambio conformacional. 

Generalmente, el CP-SOH se encuentra por lo menos a 15 Å del CR-SH, lo que 

equivale a una concentración molar efectiva de 0.94 M, asumiendo que cada 

una se mueve en un radio de 7.5 Å. Si asumimos que la velocidad de 

condensación es controlada por difusión, se esperaría una constante de 

velocidad aparente para este proceso ≥108 s-1, considerando la concentración 

molar efectiva y ausencia de impedimento estérico (208). Las constantes de 

velocidad de la formación del disulfuro determinadas por nuestro grupo (171, 

206) y otros grupos (208-211) muestran valores constante de velocidad del 

orden de 10-1 a 102 s-1, mucho menores a los esperados. Como la resolución 

involucra una transición entre dos conformaciones, la totalmente plegada (FF, 

Fully Folded) y la localmente desplegada (LU, Locally Unfolded), si este cambio 

conformacional es lento explicaría la lentitud en el paso de resolución. La 

conformación FF se compone de un sitio activo bien definido (201) como el que 

se representa en la Figura A10, que no favorece la formación de un disulfuro. 

Esta conformación debe existir para todos las Prxs tengan una actividad 



36 
 

peroxidasa sustancial, ya que es la que promueve la reacción con el 

hidroperóxido. Por otro lado, la característica esencial de la conformación LU 

es que la estructura del sitio activo cambia, lo que favorece la formación de un 

disulfuro. El único estudio experimental por resonancia magnética nuclear de la 

cinética de este equilibrio de conformaciones mostró que es un proceso rápido 

(212). Sin embargo, siempre que el equilibrio entre las conformaciones 

favorezca a la conformación FF, incluso a una gran velocidad de intercambio 

entre conformaciones igual se puede explicar la baja constante de velocidad de 

resolución (208). La constante de velocidad medida sería una constante 

aparente, producto de la constante de reacción una vez alcanzada la 

conformación reactiva (FF) por la probabilidad de que la enzima se encuentre 

en dicha conformación (lo que depende de los equilibrios LU/FF). 

El lento paso de resolución es un factor que contribuye a la sensibilidad 

de las Prxs a ser inactivada por sobreoxidación, es decir, la oxidación del CP-

SOH a ácido sulfínico por una segunda molécula de hidroperóxido. A través de 

la determinación de constantes de velocidad de sobreoxidación de Prxs se 

observó que este proceso es usualmente ~1000 veces más lento que la 

oxidación (170, 210, 213). La resolución y la sobreoxidación son reacciones 

que compiten por el CP-SOH. Como consideración general, aunque el paso de 

resolución es lento, dado que la reacción es unimolecular, será favorable ante 

la mayoría de las reacciones bimoleculares alternativas a menos que sean muy 

rápidas debido a una alta constante de velocidad y/o elevada concentración de 

reactivo. Se considera que cuando la CP se encuentra como ácido sulfínico, la 

Prx es irreversiblemente inactiva, aunque se encontró que en eucariotas las 

Srxs eran capaces de revertir esta modificación volviendo al CP-SOH (214, 

215). Más recientemente, se reportó que las Srxs pueden también reducir 

formas oxidadas a sulfínico de otras proteínas, además de Prxs (216).  

La reacción de reducción depende del número de cisteínas involucradas 

en ciclo catalítico. El CP-SOH en las Prxs de 1-cisteína puede ser reducido por 

una amplia variedad de agentes tales como tioles de bajo peso molecular GSH, 

MSH y H2S asistidos o no por enzimas (142, 217-222), ascorbato (223) y Grxs 

(224). En el caso de la Prxs de 2-cisteínas, hay menos variabilidad en cuanto al 

agente reductor, ya que por lo general son reducidas por Trxs o proteínas de la 

superfamilia de las Trxs (225) (como triparredoxinas en tripanosomátidos o 
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plasmarredoxinas en Plasmodium), proteínas que contienen un dominio Trx, 

como la AhpF en bacterias (226) y NTRC en plantas (227) o miembro de la 

familia de las proteínas disulfuro isomerasas (PDI, Protein Disulfide Isomerase) 

en arqueas (228). La reacción 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 expresión a nivel proteico (229). 

La alquil hidroperóxido reductasa C de Mtb (MtAhpC, Rv2428) pertenece a 

la subfamilia PrxI/AhpC (196, 197). En base a estudios de cromatografía de 

exclusión molecular y cristalografía, se reportó que la forma reducida de la 

enzima es dodecamérica y la forma oxidada es mayoritariamente un dímero 

(230). Funciona como una Prx de 2-cisteínas típica y que cataliza la reducción 

de H2O2, hidroperóxidos orgánicos 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 proteína similar a Trx, la alquil 

hidroperóxido 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 expresión de AhpC está regulada y asociada a la expresión de otros genes 

relacionados a su función 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 están mutados son susceptibles 

a la eliminación por macrófagos murinos que generan nitrito acidificado y 

expresan iNOS (235, 237), acentuando la importancia de esta enzima para la 

desintoxicación de RNI por parte del Mtb. Además, la persistencia del Bacillus 

Calmette-Guérin (BCG) en macrófagos infectados disminuye cuando la AhpD 
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micobacteriana está inactiva (238). Muestras clínicas de cepas de Mtb 

resistentes a isoniazida frecuentemente compensan la pérdida actividad de la 

KatG aumentando la expresión de AhpC (239, 240). Las cepas de Mtb que 

carecen de AhpC muestran una mayor susceptibilidad a los hidroperóxidos 

orgánicos (241) y a peroxinitrito, presentando una disminución de la 

supervivencia en macrófagos no activados, pero este efecto no se detectó 

cuando se estimularon con INF-γ (242). 

La Mtb expresa una tiol peroxidasa (Tpx, Rv1932), que pertenece a la 

subfamilia Tpx de Prxs (232). Tiene un mecanismo de reacción 

correspondiente a una Prx de 2-cisteínas atípica, aunque se reportó que puede 

funcionar como una Prx de 1-cisteína (243). Es un dímero en solución y en la 

forma cristalizada (244, 245). Es más eficiente que la AhpC en cuanto a la 

reducción de peroxinitrito (k = 1.5 × 107 M-1s-1 a pH 7.4 and 25 °C (232)  vs k = 

1.3 × 106 M-1 s-1 a pH 6.85 para la MtAhpC (205)) y también reduce H2O2 y a 

diferentes hidroperóxidos orgánicos usando las MtTrx B/C como sustratos 

reductores (232). Cepas de Mtb que carecen de Tpx son hipersensibles a H2O2 

y a •NO, siendo rescatadas cuando son complementadas por el gen de la Tpx. 

Estas cepas mutantes no pueden crecer y sobrevivir en macrófagos murinos 

activados y muestran una atenuación en modelos de TB desarrollada en 

ratones (246).  

En trabajos previos de nuestro grupo de investigación reportamos que la 

alquil hidroperóxido reductasa E (AhpE, Rv2238c) del Mtb es capaz de reducir 

una amplia variedad de sustratos oxidantes, siendo más eficiente en la 

reducción de hidroperóxidos de ácidos grasos y peroxinitrito (213, 247). 

Durante la realización de esta Tesis, participé en el trabajo que demostró 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 proporcionó una explicación mecanística a la observación 

de que la capacidad de sintetizar MSH es de importancia en la detoxificación 

de peróxidos (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 capítulo 1 se realizará una descripción 

detallada de dicha enzima.  
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Por último, el Mtb expresa 2 proteínas comigratorias con bacterioferritina, la 

Bcp (Rv2125) y la BcpB (Rv1608c), las cuales son clasificadas en la subfamilia 

PrxQ/BCP por estudios de homología de secuencia. Hasta la fecha de la 

realización de esta Tesis, no había datos ni sobre la estructura ni sobre la 

funcionalidad de estas Prx. En el transcurso de la misma, otro grupo publicó la 

estructura cristalográfica de la PrxQ Bb de Mtb en estado reducido (PDBID= 

5EPF). En el capítulo 3 de esta Tesis describe la caracterización funcional de la 

PrxQ B.   

A.IV.2. Prxs del macrófago y la infección por Mtb  

 Existen seis isoformas diferentes de Prxs en mamíferos (248), las cuales 

se ubican en diferentes compartimentos celulares, la Prx1 y la Prx2 se localizan 

principalmente en el citosol, aunque también en el núcleo; la Prx3 es 

exclusivamente mitocondrial (predominantemente en la matriz pero también en 

el espacio intermembrana (249)), Prx4 se localiza en el citosol, retículo 

endoplasmático, lisosoma y es secretada, Prx5 se presenta en citosol, 

mitocondria, peroxisomas y núcleo, mientras que la Prx6 se localiza en el 

citosol, en lisosomas y también en secretada. 

La interacción entre la Prx1 del macrófago con la infección por Mtb es el 

caso más estudiado, observándose resultados contradictorios. Por un lado, a 

través de estudios de infección de Mtb  ratones deficientes en Prx1, se observó 

que estos eran más susceptibles, sugiriéndose que la Prx1 contribuye a la 

defensa, ya que regula positivamente la producción de IL-12 al inducir el factor 

c-Rel (miembro de la familia de factores de transcripción del factor nuclear κB, 

NF-κB) y activando la vía p38 MAPK y regulando la producción de •NO ya que 

regula la expresión de Arginasa-1 (enzima que utiliza arginina que compite con 

la iNOS) (250). Por otro lado, se determinó que en macrófagos J774 infectados 

con Mtb o que sobreexpresen el factor de virulencia ESAT-6 del Mtb se da un 

aumento en la expresión de Prx1 mediada por la activación de p38 MAPK. La 

Prx1 como defensa antioxidante se considera un factor anti-apoptótico 

considerándose crítica para la infección del Mtb (251). 

                                                           
b
 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 recomendó en (404) MtPrxQ A y 
MtPrxQ B se han denominado anteriormente MtBcp y MtBcp B, respectivamente. 
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      Alternativamente, la expresión de varias proteínas cambia en 

macrófagos infectados por cepas patogénicas y no patogénicas avirulentas de 

Mtb, destacándose que la expresión de Prx3 disminuye en forma significativa 

durante la infección por cepas patogénicas a diferencia de la causada por 

cepas no-patogénicas, por un mecanismo que no ha sido aclarado (252). 

Además, el peroxinitrito es un potente agente oxidante y capaz de nitrar 

residuos de Tyr proteicos y como modificaciones nitro-oxidativas proteicas 

podrían estar asociadas con incrementos en la velocidad de degradación (253, 

254), en el capítulo 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 comprensión de los sistemas antioxidantes 

que permiten la detoxificación de hidroperóxidos citotóxicos 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 participación del sulfuro de hidrógeno en el ciclo catalítico 

de la MtAhpE. 

3) Caracterizar funcionalmente a la MtPrxQ B. 

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

Uno de los objetivos específicos de la Tesis planteados en el proyecto 

original, fue demostrar el rol de la AhpE en la detoxificación de hidroperóxidos 

in vivo, utilizando cepas no patogénicas (Mycobacterium smegmatis) carentes 

de AhpE (MSMEG_4320). Estas cepas se generarían en colaboración con la 

Dra. Fabiana Bigi, del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), 

Buenos Aires, Argentina. Lamentablemente, después de varios intentos no se 

pudieron obtener cepas carentes de AhpE viables. En cambio, si bien la 

participación del sulfuro de hidrógeno en el ciclo catalítico de la MtAhpE y la 

formación de un persulfuro como intermediario no había sido planteada en el 

proyecto original, surgió la necesidad de estudiarlo durante el transcurso de 

esta Tesis. Por lo que este nuevo objetivo derivó en un proyecto de iniciación 

en la investigación financiado por la Comisión Sectorial de Investigación 

Científica (CSIC), que realizamos en colaboración con el Dr. Ernesto 

Cuevasanta y la Dra. Beatriz Álvarez (Facultad de Ciencia, Universidad de la 

República, Uruguay).    

Lista de Artículos publicados en los cuales participé durante la realización 

del posgrado: 
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 Referidos al Capítulo de “Bases Moleculares de la Especificidad por 

Hidroperóxidos 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., 

González 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. 

 Referidos al Capítulo “Cinética de la Formación y la Reactividad del 

Persulfuro de la MtAhpE”  

Cuevasanta, E., Reyes, A.M., Zeida, A., Mastrogiovanni, M., De Armas, M.I., 

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. 

 Referidos al Capítulo “La MtPrxQ B es una Reductasa, Dependiente de 

Trx, Altamente Eficiente por AG-OOH” 

Reyes, A.M., Vazquez, D.S., Zeida, A., Hugo, M., Piñeyro, M.D., De Armas, 

M.I., 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. 

 Referidos al Capítulo “Estudios de las Modificaciones Nitro-oxidativas de 

la HsPrx3” 

De Armas, M.I., Esteves, R., Viera, N., Reyes, A.M., Mastrogiovanni, M., 

Alegria, T.G., Netto, L.E., Tórtora, 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. 

 Otros Artículos: 
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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 Vázquez-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.I., 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 Hidroperóxidos en 

Prxs, el Caso de la MtAhpE 

 

C.I. INTRODUCCIÓN  

La AhpE de Mtb es el miembro más caracterizado de la subfamilia AhpE de 

Prxs, que son expresados en bacterias Gram positivas del orden Actinomicetos 

(196, 197). Esta enzima se identificó por espectrometría de masa en el filtrado 

del cultivo y en el lisado celular y no así en la fracción de proteínas de 

membrana del Mtb H37Rv, mostrando que se localiza en el citosol y además 

puede secretarse (255). Adicionalmente, se demostró que la expresión de 

MtAhpE, en condiciones in vitro donde el bacilo es expuesto a un ambiente 

ácido y en un modelo de infección de macrófago, se encuentra regulada por 

genes del locus aprABC (Acid and Phagosome Regulated) involucrados en la 

adaptación del patógeno al fagosoma luego de la fagocitosis (256). 

Recientemente, un análisis del perfil transcripcional del Mtb en un modelo in 

vitro de TB intraocular, mostró que uno de los genes que estaba regulado a la 

alta correspondía la MtAhpE (257). Finalmente, se observó que, en cepas de 

BCG que fueron alternadas de un cultivo in vitro en condiciones aeróbicas a 

anaeróbicas, la expresión de AhpE disminuía (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 H2O2 y a un 

dador de •NO, DETA/NO (aducto de dietilentriamina/óxido nítrico) o 

espermidina NONOato y comparándolo con la condición sin exposición (259). 

Ellos encontraron que los genes que codifican varias proteínas antioxidantes y 

particularmente el gen de la MtAhpE, tenían un nivel de expresión alto en la 

condición del cultivo sin tratar y que no había una mayor inducción ante al 

tratamiento con oxidantes, probablemente, debido a la ya alta tasa de 

transcripción de dicho gen en el patógeno aislado de muestras biológicas (259).    
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Por estudios de homología de la secuencia aminocídica, los miembros 

de la subfamilia AhpE podrían comportarse como Prxs de 1-cisteína (ya que no 

presentan la CR) o de 2-cisteínas, encontrándose la CR en la hélice-α5 (164). 

Además, 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 más similar a las Prxs de 2-cisteínas típicas que a las 

Prxs de 1-cisteína de mamífero (197, 260), que pertenecen a otra subfamilia 

(Prx6). La estructura cristalográfica para el monómero de la MtAhpE fue 

definida por primera vez por Li y colaboradores (261), describiendo un 

estructura globular, compacta con un clásico domino Trx definido por un arreglo 

central de hojas-β antiparalelas (β4-β3-β8-β9) la cuales se encuentran rodeadas 

por hélices-α (α2, α4, α5) como se muestra en la Figura C1, siendo destacable 

de esta estructura el extremo N-terminal extendido antiparalelo a la hoja-β9. La 

CP es la Cys45 (única en la secuencia) del sitio activo que se encuentra en la 

hélice-α2. Más adelante se realizará una descripción detallada del sitio activo 

de esta Prx. Las estructuras depositadas en el PDB por Li y colaboradores, 

corresponden el estado reducido (PDBID= 1XXU) y oxidado (PDBID= 1XVW) de 

la MtAhpE y nosotros las utilizamos en trabajos científicos 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 publicación de 

estos resultados, se publicó un nuevo refinamiento de las estructuras 

previamente reportadas depositadas como PDBID= 4XOX y 4X1U (264), 

simulaciones computacionales llevadas a cabo por el Dr. Ari Zeida (de Facultad 

de Medicina y CEINBIO, Universidad de la República, Uruguay) mostraron que 

las estructuras revisadas eran muy similares a las originales. 
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Figura C1. Estructura cristalográfica del monómero de la MtAhpE derivada del PDBID= 1XXU. Los 

elementos de la estructura secundaria están etiquetados y se indican los extremos C- y N-terminal como 

C y N, respectivamente. Imagen tomada de (261).    

En base al análisis del empaquetamiento de las moléculas en el cristal y 

por estudios de cromatografía de exclusión molecular de la MtAhpE, Li 

determinó que la MtAhpE se presentaba como dímero de tipo-A y octámero en 

solución. Más tarde, nosotros demostramos que la estructura cuaternaria de la 

MtAhpE en solución estaba influenciada por el estado de oxidación de la CP, 

siendo la enzima reducida un dímero no covalente y que al oxidarse con 

concentraciones equimolares de H2O2 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 biofísica de proteínas como dispersión dinámica de luz (DLS, 

Dynamic Light Scattering) y dispersión de rayos X de ángulo pequeño (SAXS, 

Small Angle X-ray Scattering) (222). 

El ciclo catalítico de la MtAhpE fue descripto por nosotros (142, 213, 

247) siendo específico para esta Prx, ya que no existen generalidades en 

cuanto al paso de reducción para Prxs de 1-cisteína (265). El ciclo se muestra 

en la Figura C2, en donde se puede observar la oxidación de la CP de la 

enzima (MtAhpE-SH) a ácido sulfénico (MtAhpE-SOH) por diferentes 

hidroperóxidos y peroxinitrito. Esta forma modificada de la enzima es reducida 
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directamente por la MtMrx1 mediante un mecanismo ditiólico 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 monotiólico de intercambio tiol-disulfuro (142). Como se verá en el 

capítulo que sigue, el sulfuro de hidrógeno puede actuar como sustrato 

reductor alternativo (221). Además, describimos un mecanismo de inactivación 

de esta enzima por sobreoxidación de la CP a ácido sulfínico (MtAhpE-SO2H) 

que ocurre por la reacción de la MtAhpE-SOH con una segunda molécula de 

hidroperóxido 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 inactivación por sobreoxidación en Prxs de 

mamíferos puede ser revertida por Srxs (266), sin embargo, estas enzimas solo 

se han encontrado en eucariotas y cianobacterias (267).  

 

Figura C2. Mecanismo propuesto del ciclo catalítico de la MtAhpE. La MtAhpE es oxidada por 

hidroperóxidos (ROOH) a MtAhpE-SOH (1, en negro). Este se reduce directamente por MtMrx1 (2 y 3, en 

azul), o mediante una formación de un disulfuro mixto con MSH (4 en azul), seguido de reducción por 

MtMrx1 (5 en azul). Los productos secundarios de la reducción 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 vías reductoras pueden competir con la sobreoxidación a 

MtAhpE-SO2H (6 en rojo). Modificado de (142). 
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El primer paso del ciclo catalítico de la MtAhpE corresponde a la 

oxidación del tiolato de la CP por el hidroperóxido mediante un mecanismo de 

sustitución nucleofílica bimolecular (SN2). Generalmente, este mecanismo 

implica el ataque nucleofílico del tiolato sobre uno de los átomos del oxígeno 

del grupo peróxido y se alcanza un estado de transición con una carga negativa 

parcial distribuida entre los átomos de azufre y los dos oxígenos, como se 

muestra en el esquema a continuación,  

 

para completar la reacción el enlace peróxido debe romperse para liberar el 

grupo saliente (el alcohol, formado como producto de reducción del 

hidroperóxido) dejando al tiolato oxidado a ácido sulfénico (R´-SOH). 

La oxidación de tioles de bajo peso molecular por oxidantes, como el 

H2O2 y el peroxinitrito ocurre por un mecanismo similar, SN2, en el que las 

especies reaccionantes son el tiolato y los hidroperóxidos protonados (34, 65). 

Estudios de simulaciones computacionales híbridas mecánica 

cuántica/mecánica clásica (QM/MM, Quantum Mechanics/ Molecular 

Mechanics) de esta reacción, utilizando H2O2 como oxidante, indicaron que el 

mecanismo SN2 de la reacción es modificado por la transferencia de un 

protones de uno de los átomos de oxígeno al otro para que el agua y el 

sulfenato (R-SO-) sean productos directos de la reacción, como se muestra a 

continuación, 

 

Sin embargo, esta transferencia ocurre después de la formación del estado de 

transición de la reacción y, por lo tanto, carece de consecuencias cinéticas 

significativas (268-271). En esta reacción, el solvente juega un papel clave en 

el posicionamiento de los reactivos y ayuda a la redistribución de carga que 

tiene lugar en las primeras etapas de la reacción. 
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Debido a que los tiolatos y los hidroperóxidos protonados son las 

especies reaccionantes, las constantes de velocidad aparente de las 

reacciones se ven afectadas por el pH de acuerdo a,  

kap = kpH-ind×
𝐾a

RSH

𝐾a
RSH + [H+]

×
 [H+]

𝐾a
ROOH + [H+]

 

donde kap es la constante aparente de la reacción determinada a cierto pH, kpH-

ind es la constante de velocidad independiente del pH y 𝐾a
RSH y 𝐾a

ROOH son las 

constante de ionización del tiol y del hidroperóxido, respectivamente. Por lo 

que, los términos  
𝐾a

RSH

𝐾a
RSH + [H+]

 y 
 [H+]

𝐾a
ROOH + [H+]

 indican la disponibilidad de tiolato y de 

hidroperóxido protonados, a cierto pH. Por ejemplo, como el pKa del H2O2 es 

11.6, más del 99.9% está protonado a pH fisiológico; en el caso del peroxinitrito 

(pKa= 6.8 (58)) existe una fracción cercana al 20% protonado a pH 7.4. A su 

vez, ya que los valores pKa de los tioles suelen ser relativamente cercanos al 

pH fisiológico, la fracción de tiolato a un pH dado también afecta la constante 

de velocidad aparente. Las kpH-ind  reportadas para la oxidación de tioles de bajo 

peso molecular por H2O2 y por peroxinitrito, varían en un rango de 101 a 102 M-

1s-1 y en un rango de 104 a 106 M-1s-1, respectivamente (190).  

Los valores de las constantes de velocidad determinados para el paso 

de oxidación del ciclo catalítico de las Prxs son mayores en comparación a los 

tioles de bajo peso molecular, y en varios casos se aproximan al límite de 

difusión. Por ejemplo, la constante de velocidad de segundo orden para la 

oxidación de la CP por H2O2 y por peroxinitrito es hasta 107 y 104 veces mayor, 

respectivamente, en comparación a la oxidación de la cisteína libre en solución 

acuosa (190). Los factores implicados en la aceleración de esta reacción 

catalizada por las Prxs, en general, han sido abordados por nosotros y otros 

investigadores, utilizando diferentes estrategias experimentales que incluyen 

cristalografía, simulaciones computacionales y datos cinéticos. Estos estudios 

mostraron que los residuos de la tétrada catalítica estabilizan el tiolato en la CP 

(como ejemplo, el pKa de la CP de la MtAhpE es 5.2 (247)) de manera que el 

grupo de alcohol de Thr/Ser forma un enlace de hidrógeno con el tiolato y el 

grupo guanidinio de la Arg actúa como un donador de hidrógeno para formar 

otro enlace de hidrógeno con el tiolato y mantener así, 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 unión efectiva de los átomos de oxígeno parcialmente negativos de 

la molécula del hidroperóxido (193, 194, 262, 272, 274). Simulaciones 

computacionales mostraron que una vez que el hidroperóxido ingresa al sitio 

activo, la reacción ocurre de acuerdo a un mecanismo SN2; el estado de 

transición es lineal con un ángulo (S-O-O) de 180°, el enlace de peróxido 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 hidroperóxido y los 

residuos del sitio activo, ya que la red enlaces de hidrógeno en el tiolato de la 

CP se interrumpe por la entrada del hidroperóxido, lo que resulta en una 

desestabilización del tiolato aumentando su nucleofilicidad antes de la 

formación del estado de transición (194, 262). También, se observó la 

transferencia de un protón desde el átomo de oxígeno que sufre el ataque del 

tiolato al oxígeno 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 o por el grupo guanidinio de la Arg (194, 262). Luego la reacción 

continúa hacia la formación del R-SO- en la CP. 

Otro aspecto interesante a evaluar es la especificidad de las Prxs por los 

hidroperóxidos. Como la oxidación de los tiolatos transcurre mediante un 

mecanismo SN2, se espera que la reacción sea más rápido para aquellos 

hidroperóxidos con mejores grupos salientes, es decir, aquellos con grupos 

salientes más ácido (165, 275). De hecho, esta tendencia ocurre para la 

oxidación del GSH y del único tiol libre de la albúmina sérica bovina por 

diferentes hidroperóxidos (276, 277). Sin embargo, el microambiente al que 

está expuesto un residuo de cisteína en la proteína puede afectar notablemente 

su reactividad (165, 186, 278). En el caso de las CP de las Prxs, los sustratos 

oxidantes preferidos varían 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 oxidación de su CP por diferentes hidroperóxidos, mostradas en la 

Tabla C1 (213, 247).     
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Tabla C1. Cinética de la oxidación y sobreoxidación de la MtAhpE por 

varios hidroperóxidos.   

ROOH pKa pKa  

grupo saliente 

kox pH 7.4  
(M

-1
s

-1
) 

kox pH-ind  
(M

-1
s

-1
) 

ksobreox pH 7.4  
(M

-1
s

-1
) 

ksobreox pH ind  
(M

-1
s

-1
) 

Ref. 

H2O2 11.7 15.7 8.2 × 10
4
 8.2 × 10

4
 40 46 (247) 

ONOOH 6.8 3.15 1.9 × 10
7
 9.5 × 10

7
 ND ND (247) 

t-bOOH 12.8 18 8.0 × 10
3
 8.0 × 10

3
 12 14 (213) 

Cu-OOH 12.6 14.5 4.0 × 10
4
 4.0 × 10

4
 60 70 (213) 

3-CPBA 7.57 3.82 2.4 × 10
7
 3.9 × 10

7
 1.96 × 10

5
 3.8 × 10

5
 (213) 

HCO4
-
 > 9 10.3 1.1 × 10

6
 1.1 × 10

6
 2.5 × 10

3
 2.8 × 10

3
 (213) 

15-HpETE ˃10
A
 ˃ 10

A
  1.8 × 10

8
 1.8 × 10

8
 4.5 × 10

5
 4.5 × 10

5
 (213) 

Hidroperóxidos 
de ácido α-linolénico

B
 

˃10
A
 ˃ 10

A
 2.7 × 10

8
 2.7 × 10

8
 3.7 × 10

5
 4.0 × 10

5
 (213) 

 

El pKa indica el valor pKa del peróxido (ROOH). El pKa grupo saliente corresponde al pKa del ácido 

conjugado del grupo saliente (ROH) para cada hidroperóxido. Las kox y ksobreox pH 7.4 son las constantes de 

velocidad de oxidación y sobreoxidación de la MtAhpE a pH 7.4 y 25 °C, respectivamente; kox y ksobreox pH-

ind son las constantes de oxidación y sobreoxidación de la MtAhpE independiente del pH a 25 °C, 

respectivamente. ONOOH, ácido peroxinitroso; t-bOOH, hidroperóxido de tert-butilo; Cu-OOH, 

hidroperóxido de cumeno; 3-CPBA, ácido 3-cloroperoxibenzoico; HCO4
-
,
 

peroximonocarbonato; 15-

HpETE, 15S-hidroperóxido-5Z,8Z,11Z,13E eicosatetraenoico. 

A
 Aunque los valores de pKa para el grupo hidroperóxido del 15-HpETE o el grupo de alcohol en 15-HETE 

no se han determinado, deben ser similares a los de otros grupos alquilo hidroperóxidos y alcoholes, 

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

B
 Mezcla de hidroperóxidos producto de la reacción catalizada por la lipooxigenasa.  

Se destaca que para la mayoría de los hidroperóxidos la oxidación de CP 

en MtAhpE muestra la tendencia esperada con el pKa del grupo saliente, 

reaccionando más rápidamente con aquellos hidroperóxidos cuyos productos 

de reducción tienen pKa menores, como se muestra en el gráfico de Brønsted, 

Figura C3. En el caso del ácido 15S-hidroperóxido-5Z,8Z,11Z,13E 

eicosatetraenoico (15-HpETE), las constantes de velocidad de oxidación y la 

sobreoxidación de la MtAhpE (Tabla C1) fueron mucho más altas de lo 

esperado (Figura C3). Aunque el pKa del 15-HETE (ácido 15S-hidroxi-

5Z,8Z,11Z,13E-eicosatetraenoico, el producto de la reducción del 15-HpETE) 

no se ha reportado, debe estar en el rango de otros alcoholes alifáticos y 

similares a los de H2O2, t-bOOH y Cu-OOH (es decir, ˃10). Desviaciones 

esperadas en el gráfico de Brønsted son frecuentes en las reacciones de 

reducción de hidroperóxidos mediadas por Prxs. Por ejemplo, miembros de la 

subfamilia AhpC/PrxI (o Prxs de 2-cisteínas típicas) generalmente reaccionan 

extremadamente rápido con H2O2, con constantes de velocidad en el orden de 
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107-108 M−1s−1, siendo esta reacción más rápida que con peroxinitrito (k = 

106−107 M−1s−1) (207, 279).  

 

Figura C3. Gráfico de Brønsted de la oxidación y sobreoxidación de la MtAhpE por varios 

peróxidos. Se muestra la dependencia del logaritmo de la kox pH-ind (círculos) y la ksobreox pH-ind (cuadrados) 

vs los valores de pKa de los grupos salientes (pKa grupo saliente). Los peróxidos utilizados fueron peroxinitrito 

(NO2
-
, como grupo saliente), ácido 3-cloroperoxibenzoico, 3-CPBA (3-clorobenzoato, 3-ClB

−
 como grupo 

saliente), peroximonocarbonato, HCO4
-
 (CO3

2−
, como grupo saliente), hidroperóxido de cumeno, Cu-OOH 

(Cu-O
−
, como grupo saliente), 15-HpETE (15-HETE o AG-O

-
, como grupo saliente), H2O2 (OH

-
, como 

grupo saliente), t-bOOH (t-bO
−
, como grupo saliente).  

La alta reactividad de la MtAhpE con hidroperóxidos derivados de ácidos 

grasos (AG-OOH) nos llamó la atención. Si bien en nuestro trabajo previo (213) 

discutimos los resultados indicando la existencia de un surco hidrofóbico en la 

superficie de la enzima que podría contribuir al posicionamiento correcto del 

sustrato en el complejo de reactivos, las bases moleculares de esta 

especificidad no se establecieron. Así que mediante  en la colaboración con el 

Dr. Ari Zeida (en ese momento trabajando en el grupo dirigido por el Dr. Darío 

Estrin, Departamento de Química Inorgánica, Analítica y Química-Física and 

INQUIMAE-CONICET de la Universidad de Buenos Aires, Argentina) 

abordamos esta cuestión desde el punto de vista experimental y 

computacional, siendo los resultados publicados en el año 2015 en la revista 

“Biochemistry” (263) de la cual compartimos la primera autoría. En dicho 

trabajo, la mayor parte de las determinaciones experimentales fueron 
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realizadas por mí, y las computacionales por Ari Zeida, si bien ambos 

estuvimos involucrados en la planificación y en la discusión de todos los 

resultados.     

C.II. MATERIALES Y MÉTODOS  

Químicos.  El 1-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 H2O2 fue obtenido de Mallinckrodt Chemicals. Los AG-OOH, el ácido 12S-

hidroperóxido-5Z,8Z,10E,14Z eicosatetraenoico (12-HpETE, pureza ≥96%) y el 

4-hidroperóxido-2E-nonenal (4-HpNE, pureza ≥95%), el 4-hidroxi-2E-nonenal 

(4-HNE, pureza ≥98%) fueron obtenidos de químicos Cayman.  

Expresión y purificación de la proteína. La MtAhpE fue expresada en la 

cepa Escherichia coli BL21(DE3) (en el vector de expresión pDEST17) como 

una proteína acoplada a cola de 6 residuos de His y purificada por 

cromatografía de afinidad utilizando una columna cargada con Niquel (HiTrap 

Chelating® GE Healthcare) como se describió previamente en (261). La 

concentración por subunidad de la proteína fue determinada 

espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 280 nm (ε280 = 23,950 M-

1cm-1), valor calculado de acuerdo a la secuencia de aminoácidos del 

monómero utilizando la herramienta ProtParam del servidor ExPASy, 

(http://web.expasy.org/protparam/) (280). En colaboración con la Dra. M. 

Dolores Piñeyro del Instituto Pasteur de Montevideo, se generaron versiones 

por mutagénesis sitio dirigida de la MtAhpE en las cuales los residuos de 

Phe41 o Phe97, que están presentes en la interface dimérica de la proteína 

(Figura C4), fueron reemplazados individualmente por Ser o Glu, 

respectivamente. La generación de estas mutantes radica en que las 

interacciones hidrofóbicas que forman estos residuos de Phe estabilizan la 

estructura dimérica de la enzima (261) y nuestro objetivo al cambiar estos 

residuos es debilitar el dímero esperando que tenga un efecto en la reactividad 

de la enzima contra los AG-OOH, ya que partimos de la hipótesis de que la 

existencia de un surco hidrofóbico que involucra a la interfase dimérica, podría 

contribuir al posicionamiento correcto del sustrato en el complejo de reactivos 
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(213). La expresión y purificación de estas proteínas fue realizada como se 

describió previamente para la MtAhpE tipo salvaje.  

 

Figura C4. Representación de la interfase dimérica de la MtAhpE. Esta se caracteriza por 

interacciones principalmente hidrófobas entre los aminoácidos etiquetados. Los principales contribuyentes 

a la interfaz son las dos hélices-α3 y las dos giros β6-β7. Cada monómero se muestra en diferentes color. 

Reducción del tiol proteico y cuantificación. La MtAhpE fue reducida 

mediante preincubación con DTT (2 mM) durante 30 minutos a 4 °C 

inmediatamente antes de los ensayos. El exceso del agente reductor fue 

removido por gel filtración usando una columna de desalado HiTrap 

(Amersham Bioscience) detectando a la proteína por absorbancia a 280 nm. La 

medida del contenido de tiol de la proteína se llevó a cabo utilizando DTNB 

midiendo absorbancia a 412 nm  (ε412 = 14,150 M−1cm−1, (281)). De acuerdo a 

lo esperado para la enzima reducida (MtAhpE-SH), se midió una concentración 

que corresponde a un tiol por subunidad proteica. 

Determinaciones cinéticas de la oxidación de la MtAhpE y la MtAhpE 

F41S. Las constantes de velocidad de oxidación de la MtAhpE por 4-HpNE y 

12-HpETE se determinaron siguiendo la disminución de la intensidad de 

fluorescencia intrínseca de la proteína (λexc = 295 nm, emisión de fluorescencia 

total) que se produce durante la oxidación de la MtAhpE, como fuera reportado 

previamente en nuestro laboratorio (213, 247). La MtAhpE reducida (0.1 μM) se 

mezcló rápidamente con concentraciones de hidroperóxido en exceso en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C, 

utilizando un fluorímetro de flujo detenido SX20 Applied. Estos sustratos 

oxidantes reaccionaron con la enzima con constantes de velocidad de reacción 
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extremadamente altas (ver resultados). Debido a ello, aun trabajando a las 

menores concentraciones de enzima que permitieron obtener señales de 

cambio de fluorescencia de suficiente amplitud (0.1 µM), 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 concentración de enzima. Concentraciones mayores hacen que 

la reacción ocurra mayoritariamente en el tiempo de mezcla del aparato, por lo 

que no puede seguirse. A partir del ajuste de los datos experimentales a un 

decaimiento exponencial se obtuvieron los valores de constantes de velocidad 

observadas (kobs). Estas constantes se graficaron en función de la 

concentración de hidroperóxido en exceso y de la pendiente del ajuste lineal se 

obtuvo la constante de velocidad de segundo orden para la reacción de 

oxidación. Como el 4-HpNE es un aldehído que podría reaccionar como un 

electrófilo con cisteína u otros residuos nucleofílicos en proteínas (282), se 

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

La constante de velocidad para la oxidación de la MtAhpE F41S por H2O2, 

se determinó como se describe arriba y como se determinó para la reacción de 

la MtAhpE previamente (247).  

Con el objetivo de determinar los parámetros termodinámicos de activación 

de la oxidación de la MtAhpE por el 12-HpETE, se repitió 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 

reacción a mayores temperaturas era demasiado rápidas para ser seguidas en 

nuestro equipo de flujo detenido (tiempo de mezcla <1.1 milisegundos), incluso 

utilizando pequeñas concentraciones de reactivos (0.1 μM de enzima y ≤ 2 μM 

de 12-HpETE). Determinamos constantes de velocidad a diferentes 

temperaturas como se muestra en el inserto de la Figura C6, y se realizaron los 

gráficos de Arrhenius e Eyring (Figura C6) a partir de las ecuaciones de 

Arrhenius e Eyring que se muestran a continuación, respectivamente, 

ln𝑘 = lnA −
Ea

‡

R
×

1

T
 

ln
𝑘

T
=  − 

ΔH‡

R
×

1

T
+  

ΔS‡

R
+ ln

R

NA × h
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en donde 𝐸𝑎
‡
 es la energía de activación del estado de transición, la constante A 

representa la probabilidad de la reacción por lo que involucra factores de 

frecuencia de colisión y orientación de la partículas que colisionan, R es la 

constante de los gases y T es la temperatura absoluta (en Kelvin). NA es el 

número de Avogadro y h es la constante de Planck. ΔS‡ y ΔH‡ son la entropía y 

la entalpia de activación del estado de transición, respectivamente. De los 

gráficos se obtuvieron los valores de 𝐸𝑎
‡
, ΔS‡, ΔH‡ y calculamos el valor de 

energía libre de activación del estado de transición, ΔG‡, para compararlos con 

los parámetros reportados por nosotros previamente para la oxidación de la 

MtAhpE con H2O2  (262), como se muestra en la Tabla C3. 

Ensayos fluorimétricos con ANS. Las mediciones de fluorescencia se 

realizaron utilizando un espectrofluorímetro Jasco FP-6500 con una cubeta de 

cuarzo de 3 x 3 mm. Los anchos de banda de excitación y de emisión se fijaron 

en 4 nm. La excitación se realizó a 295 nm (para excitar los residuos de TRP 

de la proteína) y/o a 380 nm (para excitar al ANS). La eficiencia de la 

transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET, Förster resonance 

energy transfer) se evaluó mediante la determinación de la intensidad de 

fluorescencia total de los residuos de Trp de MtAhpE (en presencia de DTT, 1 

mM) después de añadir concentraciones crecientes de ANS. El experimento se 

repitió a tres concentraciones diferentes de MtAhpE (1.5 μM, 3 μM y 8 μM). 

Asumiendo un modelo de n sitios de unión idénticos e independientes, la 

disminución relativa de fluorescencia total puede ser descrita por: 

𝟏 −
𝑭

𝑭𝒐

 =  
−𝟏 − 𝑲𝒂[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻𝒙 − 𝒏𝑲𝒂[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻 − √(𝟏 + 𝑲𝒂[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻 𝒙 + 𝒏𝑲𝒂[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻)𝟐 − 𝟒𝒏𝑲𝒂

𝟐[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻
𝟐𝒙

−𝟐𝑲𝒂[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻

 

Ec. 1 

donde F es la fluorescencia total, Fo corresponde a la intensidad de 

fluorescencia de MtAhpE en ausencia de ANS, Ka es la constante de 

asociación, n es el coeficiente estequiométrico de ANS por monómero de 

MtAhpE y 𝒙 =
[𝑨𝑵𝑺]𝑻

[𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬]𝑻
⁄  . La Ec. 1 fue inicialmente ajustada de forma 

independiente para cada concentración de MtAhpE, y después se realizó un 

ajuste global (donde la Ec. 1 se ajustó a todo el conjunto de datos). Estos 

experimentos así como el análisis de los datos fueron realizados en 
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colaboración con el Dr. Luis González Flecha (IQUIFIB y Departamento de 

Química Biológica, Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos 

Aires, Argentina). 

Docking y dinámica molecular clásica. La estructura cristalográfica del 

dímero MtAhpE en el estado reducido (PDBID= 1XXU) (261) fue utilizada como 

estructura de partida. Se configuró 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 Å de dimensión (283). Todos los parámetros de los 

residuos utilizados corresponden al campo de fuerza AMBER parm99 (284), a 

excepción de los sustratos, que fueron desarrollados por un procedimiento 

estándar. Las cargas parciales se calcularon utilizando el método de potencial 

electrostático restringido (RESP) y los cálculos DFT de estructura electrónica 

con el funcional PBE y el conjunto de bases dzvp. Las distancias y ángulos de 

equilibrio, así como las constantes de fuerza, se calcularon utilizando los 

mismos métodos y conjunto de bases utilizados para el cálculo de las cargas. 

Con el fin de obtener las estructuras iniciales del complejo 

MtAhpE:hidroperóxido, se realizó un experimento de docking sesgado (285) 

para 15-HpETE como sustrato utilizando la información obtenida previamente 

para la interacción de H2O2 en el sitio activo de la enzima (262). Por lo tanto, la 

posición del grupo peróxido 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 periódicas de 

contorno utilizando el método de partículas de Ewald (PME) para el tratamiento 

de las interacciones electrostáticas con un valor de corte de 10 Å. Las 

longitudes de enlace de hidrógeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio 

utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presión 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 optimizó durante 1000 pasos. Luego, se termostatizó 

lentamente de 0 K a 300 K durante 20 picosegundos a presión constante, con 

el termostato de Berendsen, y la presión se equilibró a 1 bar por 5 

picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizó una simulación de 
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dinámica molecular clásica (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 H2O2). 

Posteriormente, se realizaron dos trayectorias de 100 nanosegundos en las 

que se aplicó una restricción “tipo muro” para las distancias entre el átomo de 

azufre y el átomo de oxígeno electrófilo a un valor menor a 3.5 o a 10 Å. Los 

cálculos de energía libre de asociación se realizaron en el nivel MM/GBSA 

(286), seleccionando 200 estructuras con una distancia entre los átomos 

reactivos menor o igual a 3.5 Å. Se utilizó el mismo conjunto de estructuras 

para calcular la diferencia en el área superficial accesible al solvente (SASA, 

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

∆𝑺𝑨𝑺𝑨 =  𝑺𝑨𝑺𝑨𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬:𝑹𝑶𝑶𝑯 − (𝑺𝑨𝑺𝑨𝑴𝒕𝑨𝒉𝒑𝑬 + 𝑺𝑨𝑺𝑨𝑹𝑶𝑶𝑯) 

Simulaciones híbridas QM/MM. Las simulaciones de QM/MM fueron 

llevadas a cabo con protocolos y parámetros similares que se utilizaron 

anteriormente (262, 271). Este escenario fue construido mediante la partición 

del sistema en subsistemas QM y MM. El sistema QM consistió en el grupo 

H3COOH del 15-HpETE (dos de los átomos de hidrógeno del grupo metilo son 

link atoms con el sistema MM) junto con las cadenas laterales de CP y Arg116. 

Se empleó el método de posición escalada para describir los límites QM/MM 

(287). Para la región QM, los cálculos se realizaron en el nivel de aproximación 

de gradiente generalizado (GGA), utilizando la combinación de funcionales 

PBE de intercambio y correlación, con una base dzvp para la expansión de los 

orbitales de un electrón (288) La densidad electrónica también se expandió en 

un conjunto de bases auxiliar y los coeficientes para el ajuste se computaron 

minimizando el error en la energía de repulsión de Coulomb. Con el objeto de 

explorar la energía libre y el mecanismo de la reacción, empleamos un 

esquema de muestreo Umbrella Sampling, eligiendo como coordenada de 

reacción la diferencia entre las distancias OA-OB y S-OA, que fue muestreada 

de -1.7 a 1.4 Å, dividido en 31 ventanas de simulación, utilizando un potencial 

armónico con una constante de 200 Kcal/mol Å2. La selección de la región QM 

y la coordenada de reacción, ha proporcionado una representación realística 

del mecanismo de reacción en trabajos previos (262, 271). Específicamente, en 

cuanto a la base de las consideraciones estructurales y energéticas, hemos 
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demostrado que las moléculas de agua no están directamente involucradas en 

la reacción. Las configuraciones iniciales se generaron a partir de equilibrios 

previos clásicos de 2 nanosegundos en la que el soluto se trató clásicamente 

como un sistema rígido, seguido por una simulación QM/MM de 2 

picosegundos. Para cada ventana, las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo 

durante al menos 10 picosegundos. Se empleó 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 energía libre se obtuvo 

utilizando tanto métodos de reponderación sencilla e integración con Umbrella 

(289), obteniéndose resultados casi idénticos. Los errores estadísticos de las 

ΔG‡ y la 𝐸𝑎
‡
 se calcularon según lo sugerido por Kästner y colaboradores (290). 

La visualización de las dinámicas y las representaciones moleculares fueron 

realizadas con el programa VMD 1.9.1. (291).  

C.III. RESULTADOS Y DISCUCIÓN  

Oxidación de la MtAhpE por hidroperóxidos orgánicos. Con el fin de 

evaluar si la reactividad de los AG-OOH es dependiente de la longitud de la 

cola alifática, determinamos la constante de velocidad de segundo orden de la 

oxidación de MtAhpE por 4-HpNE y como lo hicimos previamente en (213, 

247). El curso temporal del cambio de fluorescencia intrínseca de MtAhpE se 

muestra en la Figura C5A, junto con la dependencia de la kobs con la 

concentración de hidroperóxido (Figura C5B). Como control, se incubó MtAhpE 

reducida con 4-HNE y no se observó cambio de fluorescencia intrínseca de la 

enzima en un lapso de tiempo comparable a la de oxidación por el 

hidroperóxido (Figura C5A). Esto es consistente con el hecho de que las 

reacciones de este electrófilo con residuos de Cys son mucho más lentas, y por 

ejemplo, la constante de velocidad de oxidación de la Cys libre de albúmina de 

suero humano por 4-HNE ha sido reportada como 30 M−1s−1 (292). 
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Figura C5. Cinética de la oxidación de MtAhpE por 4-HpNE. (A) Cursos temporales de los cambios de 

fluorescencia intrínseca de la MtAhpE (0.2 µM) cuando se mezclan con 4-HpNE (2.5 µM, trazo negro) o 4-

HNE (2.5 µM, trazo rojo) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más 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) Gráfico de la dependencia de los valores de kobs en función de la concentración de 4-HpNE. De la 

pendiente del ajuste lineal se obtiene la constante de velocidad de segundo orden de la oxidación de la 

MtAhpE de este AG-OOH. 

La constante de velocidad resultante fue (6.0 ± 0.1) × 107 M−1s−1, 3 

veces menor que la determinada para 15-HpETE (Tabla C2) (213) pero 3−4 

órdenes de magnitud mayor en comparación 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 alifática juega un rol en la modulación de la 

reactividad, siendo mayor cuanto más larga es cadena de carbono. 

Alternativamente, la posición del grupo hidroperóxido en la cola alifática no 

parece ser tan importante para la reactividad, ya que nosotros también 

determinamos la constante de velocidad de oxidación de la MtAhpE por el 12-

HpETE siendo 3.5 × 108 M-1s-1, 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 último trabajo se utilizó a la MtAhpE para desarrollar 

un método cinético de competencia para determinar la constante de velocidad 

de la reacción entre diferentes AG-OOH con una peroxidasa de Xylella 

fastidiosa específica para estos sustratos, la enzima de resistencia a 

hidroperóxidos orgánicos (Ohr, organic hydroperoxide resistance). Cabe 
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destacar que el Mtb carece de esta clase sistema de reducción de 

hidroperóxidos orgánicos (Ohr y su regulador OhrR) que si está presente en 

Mycobacterium smegmatis (137, 294). Aunque, el Mtb presenta una proteína 

de estrés osmótico, OsmC, que pertenece a la familia de las Ohr y mostró 

participar en defensa contra el estrés oxidativo mediado por t-bOOH y Cu-OOH 

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

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

diferentes hidroperóxidos orgánicos.    

Hidroperóxido kox pH 7.4, 25 °C 

 (M
-1

s
-1

) 

Ref. 

t-bOOH 8.0 × 10
3
 (213) 

Cu-OOH 4.0 × 10
4
 (213) 

4-HpNE 6.0 × 10
7
 Este trabajo 

OAOOH 4.0 × 10
8
 (293) 

5-HpETE 2.9 × 10
8
 (293) 

15-HpETE 1.8 × 10
8
 (213) 

12-HpETE 3.5 × 10
8
 Este trabajo 

Hidroperóxidos de ácido 

 α- linolénico
A
 

2.7 × 10
8 

 

(213) 

 

OAOOH= hidroperóxido del ácido oleico, 5-HpETE= 5S-hidroperóxido-6E,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoico.  

A
 Mezcla de hidroperóxidos producto de la reacción catalizada por la lipooxigenasa.  

Un aspecto interesante a analizar para esta reacción preferencial con 

estos sustratos, es la comparación de los parámetros termodinámicos de 

activación de la reacción con los AG-OOH con los reportados previamente 

utilizando H2O2 como sustrato oxidante (262). Para calcular dichos parámetros 

determinamos las constantes de velocidad de oxidación 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 

reacción con la temperatura. 
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Figura C6. Determinación de los parámetros termodinámicos de activación de la oxidación de la 

MtAhpE por el 12-HpETE. Se calcularon los parámetros termodinámicos de activación a partir del gráfico 

de Eyring que muestra la dependencia entre las constantes de velocidad y la temperatura. Recuadro: kobs 

(s
−1

) en función de la concentración de 12-HpETE a diferentes temperaturas (T= 7.7 °C (■), 15 °C (▲), 

18.9 °C (●) y 25° C (⧫)).  

En la Tabla C3 mostramos los valores de los parámetros 

termodinámicos de activación obtenidos por el análisis de los datos utilizando la 

ecuación de  Eyring (Materiales y Métodos), comparando con los determinados 

para el H2O2 en nuestro trabajo (262). 

Tabla C3. Comparación de los parámetros termodinámicos de activación 

de la oxidación de la MtAhpE por 12-HpETE y H2O2.     

Hidroperóxido ΔH
‡
 (Kcal/mol) ΔS

‡
 (cal/Kmol) ΔG

‡
 (Kcal/mol)

A
 

H2O2
B
 4.8 ± 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.  

B
 Tomado de (262).  

Curiosamente, la disminución neta en ΔG‡ para la reacción con los 

hidroperóxidos alquílicos se debe a un efecto entrópico, que compensa el 

mayor valor observado para la ΔH‡ comparado con el H2O2. Esto es 

probablemente debido a una combinación de efectos que implican cambios en 
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las interacciones proteína-hidroperóxido, dinámica de  la proteína (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 Phe41 por Ser) con H2O2, obteniéndose una 

constante de velocidad de oxidación de 800 M-1s-1, 2 órdenes de magnitud 

menor que la tipo salvaje (8.2 × 104 M-1s-1, (247)) y el mismo comportamiento 

se vio cuando usamos como oxidante el 15-HpETE (~1 × 106 M-1s-1 vs 1.8 × 

108 M-1s-1, no mostrado) por lo que parece que la estabilidad del dímero es 

importante para la reactividad.  

 

Figura C7. Cinética de la oxidación de MtAhpE F41S por H2O2. Cursos temporales de los cambios de 

fluorescencia intrínseca de la MtAhpE F41S (0.2 µM) cuando se mezclan con H2O2 (100 µM) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C. Los datos para el H2O2 

fueron ajustados a exponenciales simples de los que se obtienen los valores de kobs. Inserto: Gráfico de la 

dependencia de los valores de kobs en función de la concentración de H2O2. De la pendiente del ajuste 

lineal se obtiene la constante de velocidad de segundo orden de la oxidación de la MtAhpE por H2O2 de 

800 M
-1

s
-1

.  

Dado que observamos que el largo de la cola alifática tiene una 

influencia en la reactividad, estudiamos el efecto de la adición de ácido 

araquidónico, en concentraciones por debajo de la concentración micelar crítica 

(296), sobre la reactividad de la MtAhpE con H2O2. 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 catalítica como desacetilasa se ve incrementada en presencia de 

ácidos grasos de cadena larga (297). Determinamos las constantes de 

velocidad para la oxidación de la MtAhpE por H2O2 en ausencia o presencia de 

ácido araquidónico (20 μM) como 8 × 104 M-1s-1 y 6.6 × 104 M-1s-1, 

respectivamente. Estos valores son similares, por lo que no observamos un 

incremento de la reactividad en presencia del ácido graso. 

Caracterización del parche hidrofóbico en la MtAhpE. Una 

caracterización estructural y dinámica de la MtAhpE reducida mostró una 

región hidrofóbica expuesta ubicada en la interfaz del dímero. Esta comprende 

cadenas laterales no polares de ambas subunidades, que fueron señaladas 

como posibles mediadores de la interacción con hidroperóxidos alquílicos 

formando un complejo enzima-sustrato en el que el grupo peroxilo se ubica en 

posición reactiva (213). Para caracterizar esta región, analizamos la interacción 

de la enzima reducida con el ANS (298, 299). El uso de esta sonda 

fluorescente ha proporcionado información valiosa sobre la existencia de 

bolsillos hidrofóbicos accesibles desde el solvente y con una carga positiva 

cercana (298). Estos sitios de unión promueven el aumento del rendimiento 

cuántico del ANS con un concomitante desplazamiento en la emisión hacia el 

azul. Entre las proteínas nativas que exhiben este comportamiento, podemos 

mencionar proteínas de membrana y algunas pocas proteínas de unión a 

ácidos grasos (u otros ligandos hidrófobos) solubles en agua (300, 301). En la 

Figura C8, observamos la disminución de fluorescencia intrínseca de la 

MtAhpE tratada con concentraciones crecientes de ANS, a la vez que se 

produce un aumento del rendimiento cuántico de fluorescencia ANS, siendo 

ambos fenómenos dependientes de la concentración de ANS. Utilizamos estas 

propiedades para determinar parámetros de unión para esta interacción como 

se describe en Materiales y Métodos.  
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Figura C8. Unión entre el ANS y la MtAhpE utilizando FRET con Trps. (A) Registros de emisión de 

fluorescencia total (λexc= 295 nm) cuando se incuba MtAhpE (4 µM) con concentraciones crecientes de 

ANS (0-88 µM) en presencia de DTT (2 mM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 

mM), pH 7.4, 25 °C. La dilución total se mantuvo por debajo del 15%. Las flechas indican la disminución 

(en el entorno de 350 nm, que correspondería a la fluorescencia intrínseca de la proteína) y el aumento 

(en el entorno de 460 nm, que correspondería al ANS en el entorno proteico) de la fluorescencia al 

aumentar la concentración de ANS. (B) Se muestran las curvas de unión entre la MtAhpE (1.5 μM (■), 3 

μM (●) y 8 μM (▲)) cuando se incubo con el ANS. Se grafica la disminución relativa de la fluorescencia 

total de emisión de los Trps (λem~ 335 nm) en función de [ANS]T /[MtAhpE]T. 

La Figura C8 muestra las curvas de unión 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. Parámetros de unión obtenidos de los experimentos interacción 

entre el ANS y la MtAhpE.  

 n Ka (µM
-1

) R
2
 

[MtAhpE]= 1.5 µM 1.07 ± 0.03 0.13 ± 0.01  0.99 

[MtAhpE]= 3.0 µM 1.07 ± 0.05 0.16 ± 0.02 0.98 

[MtAhpE]= 8.0 µM 1.00 ± 0.01 0.20 ± 0.01 0.99 

Ajuste global 1.04 ± 0.01 0.16 ± 0.02 0.99 

 

El análisis de curvas de unión mostró una estequiometria de una 

molécula de ANS por monómero enzimático con una constante de asociación 

(Ka) de (0.16 ± 0.02) μM−1. Estos resultados confirmar la presencia de un 

parche hidrofóbico expuesto. Además, la Ka determinada está en el orden de 
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los valores determinados para proteínas de unión a ácidos grasos como la 

albúmina de suero bovino (0.32 μM−1, (299)) pero no está dentro del rango de 

valores que se atribuye generalmente a la unión de ANS a estados de glóbulos 

fundidos ((1−5) × 10−2 μM−1, (302)) que sugieren fuertemente la presencia de 

un sitio de unión bien definido. 

Análisis de la interacción del sustrato con la MtAhpE. Con el fin de 

obtener información a nivel microscópico sobre la interacción de diferentes 

sustratos (como H2O2, t-bOOH, 4-HpNE y 15-HpETE) con la enzima, se 

llevaron a cabo estudios de simulaciones computacionales de DM en 

combinación con simulaciones de Docking. En concreto, se realizaron 

simulaciones de 100 nanosegundos, después de realizar un análisis de 

Docking sesgado para obtener estructuras de complejos iniciales como se 

describió en Materiales y Métodos. En el complejo de enzima-sustrato, el grupo 

peróxido interactúa directamente con diferentes elementos estructurales del 

sitio activo de la enzima, estableciendo una compleja red de enlaces de 

hidrógeno que involucra principalmente a la CP, la Thr42 y la Arg116. Estas 

interacciones ubican el átomo de oxígeno electrófilo del H2O2 (OA) en contacto 

muy estrecho con el átomo de azufre nucleófilo de la CP (SP), aspecto que se 

observó para los diferentes sustratos. Sin embargo, la parte no reactiva de los 

sustratos de cadena más larga que interactúa 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 catalítico de varias enzimas (303-305)). Por otra parte, como la 

reactividad se correlaciona con la longitud de la cadena alifática de los 

hidroperóxidos, analizamos cómo este hecho estructural podría modificar la 

interacción del sustrato. Una comparación del comportamiento de estos 

hidroperóxidos se presenta en la Figura C9. 



67 
 

 

Figura C9. Interacción entre la MtAhpE y diferentes hidroperóxidos. (A) Distribuciones de la 

distancias entre el SP y el OA para diferentes hidroperóxidos. El número normalizado de recuentos 

obtenidos a partir de la dinámica de 100 nanosegundos se representa frente a la distancia SP-OA en Å. 

Los resultados para 15-HpETE, 4-HpNE, t-bOOH y H2O2 se representan en líneas negras, rojas, azules y 

verdes, respectivamente. (B) Se muestran los valores de energía libre de unión obtenidos en el nivel 

MM/GBSA en Kcal/mol (barras negras, eje izquierdo) y los valores de ΔSASA calculado en Å
2
 (barras 

grises, eje derecho). Los valores promedio y la desviación estándar se calcularon a partir de un conjunto 

de 200 estructuras. 

La distribución de la distancia SP−OA se representa en la Figura C9A. 

Aunque todos los hidroperóxidos considerados muestran una probabilidad 

máxima de posicionamiento a aproximadamente 3 Å, 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 Å, mientras que los hidroperóxidos 

más pequeños como el H2O2 y el t-bOOH mostraron otras conformaciones 

probables de complejos no reactivos. Esta tendencia se debe principalmente a 

la interacción colectiva de la larga cola alifática del 4-HpNE y del 15-HpETE 

con el surco hidrofóbico de MtAhpE, lo que permite que el grupo peróxido se 

coloque firmemente en el activo sitio. Como para mostrar una cuantificación 

aún más este fenómeno, calculamos las energías libres de unión con el 

esquema MM/GBSA (286). Incluso si el valor en sí mismo puede exhibir errores 

sistemáticos, típicamente predicciones sobrestimadas, la comparación de 

valores para el mismo sistema con diferentes sustratos es significativa (306). 

Los resultados muestran que las energías libres de unión son 5 y 7 veces más 

grandes para 4-HpNE y 15-HpETE que para H2O2, respectivamente (Figura 

C7B). Además, como se esperaba para este tipo de interacciones hidrofóbicas 
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colectivas, la energía libre de unión se correlaciona con el área de superficie 

que no es accesible al agua después de la unión (ΔSASA, Figura C9B). 

La CP de la MtAhpE se encuentra en el extremo N-terminal de la hélice-

α2, que coloca al átomo de azufre a aproximadamente 10 Å de la interfaz entre 

subunidades del dímero. Según lo descrito por Li y colaboradores (261) esta 

interfaz se caracteriza por una serie de interacciones hidrofóbicas entre 

residuos de ambas subunidades. Además, la región de la interfaz cercana CP 

presenta varios residuos no polares, dando lugar a la superficie del surco 

hidrofóbico antes mencionada. El análisis estructural y dinámico de la 

interacción de 4-HpNE y 15-HpETE con la proteína muestra cómo las cadenas 

de carbono alifáticas se acomodan dentro del surco, interaccionando con 

residuos no polares como la Ile13, 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 región hidrofóbica a la CP permite que este tipo 

de sustratos acomoden la mayor parte de sus cadenas alifáticas de carbono 

sobre el surco, facilitando la interacción directa del grupo peróxido con el tiolato 

reactivo. 

 

Figura C10. Representación 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 según el tipo de residuo (azul: básico, rojo: ácido, verde: polar, blanco: no polar) y la CP 

(Cys45) se muestra en amarillo. Los átomos de carbono de 15-HpETE se muestran en celeste y los 

oxígenos en rojo. En la parte inferior se muestran dos vistas detalladas de la interacción del sustrato 

dentro del surco hidrofóbico. Los residuos no polares importantes de la proteína en la interfaz del dímero 

se muestran coloreados de acuerdo con su identidad. Sólo se muestra el átomo de hidrógeno del grupo 

hidroperóxido 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 hidrofóbico) al que se ha postulado como responsable 

de la preferencia por hidroperóxidos orgánicos de estas enzimas (307), dado 

que la reacción con hidroperóxidos orgánicos modelo como t-bOOH o Cu-OOH 

es 101-102 veces más rápida que con H2O2 (206, 308). Este no es el caso de la 

MtAhpE, ya que la selectividad parece estar dirigida a AG-OOH y no a 

peróxidos orgánicos modelo (ver Tabla C2), debido a la presencia del surco 

hidrofóbico, que involucra residuos apolares cercanos a la CP y hasta 15 Å de 

distancia. Además la ubicación del sustrato en una conformación reactiva, es 

decir la interacción del AG-OOH con el surco hidrofóbico afecta el 

comportamiento dinámico de la enzima. La Figura C11 muestra la raíz 

cuadrada de la fluctuación cuadrática media (rmsf, root mean square 

fluctuation) para la enzima libre y para los complejos, MtAhpE:H2O2 y 

MtAhpE:15-HpETE. Las fluctuaciones medias de los residuos en la enzima libre 

y en MtAhpE:H2O2 es muy similar, excepto por cambios sutiles que incluyen la 

reducción de la movilidad de algunos residuos alrededor de CP (residuos 43−55 

de la subunidad A). Sin embargo, cuando la unión se da con el 15-HpETE, se 

observan cambios significativos, no sólo involucrando el entorno de CP, que se 

vuelve mucho más inmóvil pero también la disminución de la flexibilidad de las 

partes centrales de la enzima como el sistema central de hojas-β antiparalelas, 

en su mayoría la hoja-β3 (Figura C11 arriba, áreas azules), lo que sugiere que 

esta interacción modifica significativamente aspectos dinámicos de la proteína.  



70 
 

 

Figura C11. Análisis de fluctuación de la enzima al formar complejo con los diferentes sustratos. 

En la parte inferior de muestra los valores rmsf en función del número de residuos para ambas 

subunidades del dímero MtAhpE libre (negro), el complejo MtAhpE:H2O2 (rojo) y el complejo MtAhpE:15-

HpETE (verde). En la parte de arriba se muestra la estructura del dímero. La diferencia entre los valores 

de rmsf para el complejo MtAhpE:15-HpETE y MtAhpE libre (MtAhpE:15-HpETErmsf - MtAhpE librermsf) 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 hidrofóbico involucra residuos de ambas subunidades. El 

comportamiento de fluctuación de la subunidad B es mucho más complejo, ya 

que no se observó una reducción general de su movilidad después de la unión 

del sustrato como la subunidad A, sino que algunos residuos ganan flexibilidad. 

Este hecho está relacionado con la asimetría entre las subunidades 

frecuentemente presentes en este tipo de sistemas oligoméricos de 

subunidades equivalentes (309-312). 

Análisis del mecanismo de la oxidación de la MtAhpE por el 15-

HpETE. Las simulaciones computacionales DM proporcionan detalles valiosos 

con respecto a la interacción entre la enzima y el sustrato, pero no una 
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descripción molecular de la química involucrada en la reacción. Por los cual, 

recurrimos a un método más sofisticado de simulaciones como lo son las 

simulaciones QM/MM. Específicamente, se estudió la base molecular de la 

reacción de oxidación de la MtAhpE por el 15-HpETE por simulaciones 

QM/MM, utilizando el esquema de muestreo Umbrella Sampling para 

determinar el perfil de energía libre de la proceso (Figura C12) como se 

describe en Materiales y Métodos.  

 

Figura C12. Perfil de energía libre de la oxidación de la MtAhpE por el 15-HpETE obtenido por 

muestreo Umbrella Sampling QM/MM. Se presenta el subsistema QM; los átomos de hidrógeno en 

naranja representan los link atoms. La coordenada de reacción se definió como la diferencia entre la 

distancia OA−OB y la distancia SP−OA, y fue muestreada de −1.7 a 1.2 Å. 

Esta metodología fue probada previamente por nuestros grupo en 

colaboración con el grupo dirigido por el Dr. Darío Estrin, en sistemas similares, 

tanto la reacción en solución como catalizada (262, 271). Vale la pena notar 

que la estimación del error estadístico para las energías libres de activación y 

de reacción (313) es de cerca de 1 Kcal/mol. Representaciones de los estados 

reactivo, de transición 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 oxidación de la 

MtAhpE por el 15-HpETE, obtenido mediante muestreo Umbrella Sampling QM/MM. Además de la CP 

(Cys45) y el peróxido, se muestra todo el sitio activo y se representan los enlaces de hidrógeno 

relevantes. Paneles inferiores: vistas ampliadas de los tres estados, donde se indican las distancias 

relevantes (Å). 

La reacción es exergónica, con un cambio de energía libre de reacción 

de (−35 ± 1) Kcal/mol, de acuerdo con lo informado anteriormente para las 

reacciones catalizada y no catalizada para otros hidroperóxidos (262, 271). La 

energía libre de activación de (11 ± 1) Kcal/mol, resultó 3 Kcal/mol más bajo 

que el obtenido con la misma metodología para la reacción con el H2O2 (262), 

consistente con el valor de ΔΔG‡ determinado experimentalmente (ver Tabla 

C3). Esto indica que no solo la formación del complejo es importante para 

explicar esta reactividad diferencial entre la enzima y el AG-OOH, sino que la 

reacción después de la formación del complejo enzima-sustrato, también 

presenta diferencias significativas en términos de barreras de energía libre.   

El rs se caracteriza por la interacción del grupo de hidroperóxido con los 

residuos del sitio activo a través de enlaces de hidrógeno, principalmente con la 

Thr42, la Cys45 y la Arg116, de acuerdo a lo reportado por estudios 

cristalográficos para varios miembros de esta familia de proteínas (202, 272). A 

medida que la reacción avanza, el enlace peróxido O−O se alarga con un 

concomitante alineamiento continuo entre los átomos de OB, OA y SP, hasta 
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alcanzar el ts, donde el ángulo OB−OA−SP es prácticamente de 180°, el enlace 

OB−OA es 0.6 Å más largo, y la distancia OA−SP es 0.4 Å más corta. En el ts, la 

compleja red de enlaces de hidrógeno es sutilmente redefinida. La principal 

diferencia es el establecimiento de una fuerte interacción entre la Thr42 y el OA 

por un enlace de hidrógeno (ver Figura C13). Como se discutió anteriormente, 

las numerosas interacciones que están presentes en el ts son capaces de 

estabilizar este estado en comparación con su homólogo en solución acuosa 

siendo responsables de la catálisis (201, 272). 

Adicionalmente, también observamos que el mecanismo de reacción para 

este AG-OOH es equivalente al reportado para el H2O2 tanto en solución como 

por las Prxs (es decir la reacción ocurre con la misma secuencia de ruptura y 

formación de enlaces covalentes) (262, 271) que implica una transferencia de 

protones del OA al OB 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 reducción para este tipo de sustrato sea equivalente al descrito para H2O2 

(262), está de acuerdo con la idea de que la reactividad diferencial de la 

enzima hacia diferentes hidroperóxidos es debida a la influencia de la parte "no 

reactiva" del sustrato, que puede afectar las propiedades dinámicas de la 

enzima (Figura C11).   

C.IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Utilizando una combinación de herramientas experimentales y 

computacionales se investigó las bases moleculares de la rápida reducción de 

AG-OOH por la MtAhpE. Una comparación de los parámetros termodinámicos 

de activación determinados experimentalmente utilizando diferentes sustratos 

indicó que el aumento de la entropía de activación es un contribuyente 

importante a la mayor reactividad con los AG-OOH en comparación con el 

H2O2. Además, los cálculos QM/MM indicaron que el mecanismo general de la 

reducción de estos hidroperóxidos es similar al anteriormente reportado por 

nosotros para el H2O2, si bien la energía libre de activación 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 hidrofóbicas entre su cadena 

lateral alifática y el surco hidrofóbico cercano al sitio activo, encontrándose 

además diferencias en la dinámica del complejo enzima-sustrato. 

La familia Prxs exhibe un comportamiento complejo en términos de 

selectividad por los sustrato, con algunos miembros que son más reactivos 

hacia H2O2, peroxinitrito o hidroperóxidos orgánicos (190). Aunque se ha 

avanzado mucho en la descripción en la estructura y función de las Prxs, las 

bases moleculares subyacentes a esta variabilidad, siguen sin estar claras. 

Este estudio presenta nuevas perspectivas sobre la comprensión 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, sería 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 más sensibles a la toxicidad por AG-

OOH en comparación con H2O2?  
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D. Cinética de la Formación y la 

Reactividad del Persulfuro de la MtAhpE  

 

D.I. INTRODUCCIÓN  

El sulfuro de hidrógeno (H2S
c) ha sido relacionado con el origen y la 

evolución de la vida en nuestro planeta y numerosos organismos pueden 

producir o utilizar el H2S en diversos procesos metabólicos. Históricamente, se 

consideró al H2S como una molécula tóxica capaz de inhibir la cadena de 

trasporte de electrones asociada a la respiración celular. En la década de los 

40s aparecieron las primeras evidencias de la formación de H2S en mamíferos, 

considerándose residual. Desde la década de los 90s hasta la actualidad ha ido 

en aumento la evidencia de posibles efectos moduladores y señalizadores de 

esta molécula, involucrándola en múltiples procesos fisiológicos como la 

vasodilatación, neuro-modulación y inmuno-regulación (314-316). 

La formación de H2S en mamíferos (Figura D1) se da a partir de la 

homocisteína y la Cys por acción de enzimas dependientes de piridoxal fosfato 

que participan en la transulfuración, que es una vía metabólica alternativa de 

síntesis de Cys a partir de la Met y la Ser pasando por homocisteína como 

intermediario metabólico (317). Estas enzimas son la cistationina β-sintasa 

(CBS) y la cistationina γ-liasa (CGL o también conocida como cistationasa, 

CSE). Estas enzimas están presentes principalmente en el citosol, aunque en 

algunas situaciones se ha reportado su localización en otros comportamientos 

como núcleo o mitocondria (316). Alternativamente, la mercaptopiruvato 

sulfurotransferasa (MST) también puede generar H2S, y se localiza 

principalmente en la mitocondria pero también puede expresarse en el citosol 

(316). Las células en los distintos tejidos usualmente expresan estás enzimas 

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

                                                           
c
 El término "H2S" se usa en todo este texto para referirse a la mezcla de H2S (sulfano o sulfuro de 

hidrógeno) y HS
-
 (sulfanuro o hidrógeno(sulfuro) (1-)) en rápido equilibrio (pKa1 = 6.98 o 6.76 a 25 °C o 37 

°C, (340), a menos que se especifique lo contrario. 
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de la producción de H2S en el sistema cardiovascular (315, 318) y el sistema 

nervioso (314, 319), respectivamente.  

 

Figura D1. Formación de H2S en mamíferos. Se muestran las reacciones catalizadas canónicamente 

por la CBS y CSE (flechas continuas) y las reacciones no canónicas de estas enzimas utilizando cisteína 

como sustrato (flechas punteadas). También, se muestra la reacción catalizada por la MST, siendo el 3-

mercaptopiruvato producto de la reacción de la cisteína 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 producción de H2S, por parte de la CBS y la CSE, en la 

alveolarización y el desarrollo vascular pulmonar, así como en su homeostasis 

(321). Bazhanov y colaboradores resumen el importante rol que cumple el H2S 

en el desarrollo de las vías respiratorias, la fisiopatología de las enfermedades 

respiratorias y en la defensa antiviral (322). Como el pulmón es el primer 

órgano blanco del Mtb y donde este patógeno puede establecerse por décadas, 

algunos autores plantean que el H2S generado por el hospedero podría tener 

un rol en la fisiología de este patógeno (110). Esta teoría sería un aspecto a 

estudiar, ya que no tiene sustento experimental pero la base de la hipótesis 
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sería la evidencia de que la administración de bajas concentraciones de H2S a 

ratones puede inducir un estado de animación suspendida reversible 

disminuyendo la taza metabólica (323, 324) y este estado podría ser análogo  

con la fase de dormencia del Mtb (110). Este aporte del hospedero, no tendría 

impedimentos desde el punto de vista fisicoquímico ya que como hablaremos 

más adelante, la química del H2S hace que este pueda difundir y atravesar 

membranas lipídicas (325).                      

Por otra parte, el propio bacilo es capaz de generar H2S como 

intermediario del metabolismo de compuestos azufrados que participan en 

diferentes funciones fisiológicas. Entre estos metabolitos con átomos de azufre 

en estado reducido podemos destacar a la Cys y la Met. La cisteína es 

incorporada en biomoléculas como proteínas, coenzimas y MSH. Otro 

metabolito importante de este grupo es la coenzima A, utilizada en el 

metabolismo lipídico y síntesis de ácidos micólicos (326).  

Describiremos brevemente el metabolismo del azufre en el Mtb 

destacando las vías de generación de H2S. El bacilo puede obtener azufre a 

partir de la asimilación de sulfato (SO4
2-), que es un anión abundante el plasma 

humano llegando a concentraciones entre 300 a 500 µM (327). Existen 

transportadores de SO4
2- asociados a endosoma (327) que facilitarían el 

acceso a este anión al fagosoma infectado. Una vez allí, el sulfato atraviesa la 

membrana citoplasmática del bacilo mediante de transporte activo utilizando el 

complejo CysTWA SubI 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 adaptación a la fase de dormencia (329) y cuando el 

patógeno infecta macrófagos (330). En el citosol el sulfato se activa al 

condesarse al ATP y formar adenosina 5´- fosfosulfato (APS), en una reacción 

catalizada por la ATP sulfurilasa (cysD) (331). La formación de APS es un 

proceso energéticamente desfavorable, por lo que esta acoplada a la hidrólisis 

de GTP, catalizada por la GTPasa (cysN). Esta última forma un heterodímero 

con cysD y el ATP, conocido como cysND (331). El APS es una encrucijada 

metabólica en el Mtb (332), por ejemplo, cuando se necesita incorporar SO4
2- a 

proteínas, lípidos y polisacáridos, el APS se fosforila por acción de una quinasa 

(cysC) en el hidroxilo en posición 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 regulación de la comunicación 

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

Alternativamente, la reductasa de APS (cysH) cataliza el primer paso 

comprometido para la biosíntesis de compuestos con azufre en estado 

reducido (334). En esta reacción el APS es reducido a sulfito (SO3
2-) dando 

adenosina 5´-fosfato (AMP) (335, 336). El sistema Trx/TR/NADPH aporta el 

poder reductor necesario para esta reducción por dos electrones. CysH es 

expresada activamente durante la fase de dormencia y cuando el patógeno se 

encuentra en el macrófago (329, 330). Luego el SO3
-2 es reducido por 6 

electrones a H2S (Figura D2, líneas negras) en una reacción catalizada por la 

sulfito reductasa (sirA). Esta enzima contiene un centro 4Fe-4S y un grupo 

sirohemo (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 expresión es activa durante la fase de dormencia 

(329, 330). El H2S es utilizado como fuente de azufre para la biosíntesis de 

novo de Cys, Met, coenzimas y MSH (338-340). La regulación 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 vía de sulfonilación se encuentra en el 

recuadro punteado. La vía de asimilación de sulfato, producción de H2S por sirA y la formación de 

cisteína, metionina y MSH, se muestran con flechas negras. La vía de transulfuración reversa se muestra 

como flechas azules. El paso de formación H2S por la cisteína 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 demostró la importancia de esta vía 

para la sobrevivencia del patógeno. Aunque, una observación interesante fue 

realizada por Wheeler y colaboradores al mostrar que cepas con defectos en el 

transporte y reducción de SO4
2- podían ser rescatadas por el suplemento de 

Met marcada describiendo una vía de transulfuración reversa en micobacterias, 

utilizada para producir Cys a partir de Met (Figura D2, flechas azules) (341). 

También, en este trabajo se describió la existencia de actividad enzimática de 

una cisteína desulfihidrasa que ellos sugieren es encargada de la eliminación 

del exceso de Cys (341), que sería tóxico porque lleva a la producción de H2O2 

por autooxidación (342). Más tarde, Bzymek y colaboradores demostraron que 

cepas de Mycobacterium smegmatis deficientes en enzimas involucradas en la 
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síntesis 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-α-D-

glucopiranosil)-D-mio-inositol y acetil-cisteína que por acción de una 

desacetilasa daba Cys (343). Esta podría ser convertida en piruvato y H2S por 

la acción de la cisteína desulfihidrasa (Figura D2, flechas verdes). El piruvato 

es utilizado posteriormente para la generación de energía.  

Observando la fórmula química del H2S se podría realizar un paralelismo 

con la molécula de agua (H2O). Primeramente, el átomo de azufre es más 

voluminoso y menos electronegativo que el átomo de oxígeno (344, 345), 

implicando un momento dipolar menor que el del H2O por lo que no se forman 

enlaces de hidrógeno por parte del H2S (345), lo cual explica que sea un gas a 

temperatura ambiente y presión atmosférica. Aun así, tiene una alta solubilidad 

en agua (100 mM/atm a 25 °C (325)), siendo la solvatación dominada por 

fuerzas dispersivas (345). El H2S posee un alta solubilidad en membranas 

lipídicas lo que resulta en una rápida difusión a través de las membranas 

celulares sin la asistencia de canales proteicos (325, 346, 347). En solución 

acuosa el H2S se comportara como un ácido diprótico débil con un pKa1 = 6.98 

o 6.76 a 25 °C o 37 °C (348), respectivamente,  

 

por lo que a pH 7.4 encontramos se encuentra mayoritariamente como HS-. La 

segunda desprotonación tiene un pKa muy alto que no tiene relevancia a nivel 

biológico (316, 348). En cuanto a su reactividad, el H2S puede interaccionar 

con centros metálicos, ya sea coordinando iones metálicos (preferentemente 

como HS-), reduciendo el centro metálico y generando especies más oxidadas 

del sulfuro o modificando los grupos hemo de forma covalente (349). Además, 

el H2S puede reaccionar con oxidantes, el potencial de reducción por un 

electrón (E°´ (HS., H+/ H2S)) es +0.91 V (350) y el potencial de reducción por 

dos electrones (E°´ (HSS-, H+/ 2HS-)) es -0.27 V (351).  

La reacción de H2S con diferentes oxidantes por dos electrones, 

peroxinitrito, H2O2, hipoclorito, taurina cloramina, da como producto el ácido 
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sulfénico correspondiente (HSOH) siendo un intermediario inestable (352). Al 

realizar la comparación de la reactividad con oxidantes por dos electrones a pH 

7.4 del H2S y tioles de bajo peso molecular biológicamente 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 pKa1 del H2S 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 H2S a pH 

fisiológico, aspecto que contribuye a la paridad en las reactividades con 

respecto a los otros tioles. Sin embargo, la concentración de tioles de bajo peso 

molecular, como el GSH o MSH, en células es del orden de mM, mayor que la 

concentración de H2S por lo que se esperaría que la reacción directa de 

oxidantes por dos electrones con H2S pase a un segundo plano, poniendo en 

tela de juicio su rol “antioxidante”. Finalmente, el H2S puede reaccionar con 

especies oxidadas de tioles como ácidos sulfénicos (R-SOH) y disulfuros 

(RSSR) formando persulfuros (RSSH/RSS-)d, como se muestra a continuación, 

 

Los persulfuros son compuestos azufre sulfano, lo que significa que 

tienen un átomo de azufre unido a dos sulfuros o a un sulfuro y un hidrógeno 

ionizable. La formación de estas especies en proteínas ha ganado notoriedad 

ya que cada vez hay más evidencia en la literatura de que esta modificación 

pos-traduccional participa en la señalización y regulación celular (316, 354). 

Los persulfuros son considerados como intermediarios importantes en el 

metabolismo del azufre en bacterias, donde se producen en ciclos catalíticos 

enzimáticos (355, 356). Varias enzimas, algunas también presentes en los 

mamíferos, 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 

persulfuración en ciertas cisteínas podría desencadenar cambios en la 

actividad de las proteínas efectoras, como la inhibición de la papaína (una 

                                                           
d
 En este texto, "persulfuro" se usa para la mezcla de RSSH y RSS

-
 en rápido equilibrio al pH de la 

solución, a menos que se especifique lo contrario. RSSH, generalmente denominado hidropersulfuro o 
hidrodisulfuro en la bibliografía, se denomina hidrurodisulfuro, disulfanilo o ditiohidroperóxido por IUPAC. 
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proteasa dependiente de Cys) (363), PTEN (fosfatasa lipídica) (364) y 

acuoporina-8 (canal de membrana) (365), entre otras. Alternativamente, se ha 

reportado que la persulfuración in vivo aumenta la polimerización de la actina 

(366) y la actividad de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, aunque este 

último efecto está aún en discusión (367). La persulfuración de parkina (ligasa 

de ubiquitina), aumenta su actividad (368) y esta modificación se encuentra 

disminuida en cerebros de individuos con enfermedad de Parkinson.      

Químicamente, los persulfuros tienen propiedades ácido-base, la forma 

protonada (RSSH) puede ionizarse en agua a la forma aniónica 

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 más bajo que el tiol análogo (pKa= 

7.6) (369). Datos no publicados en colaboración entre nuestro grupo, el dirigido 

por la Dra. Beatriz Álvarez de Facultad de Ciencias (Universidad de la 

República, Uruguay) y por el Dr. Darío Estrin de la Universidad de Buenos 

Aires indican que el pKa del persulfuro del GSH es de 5.5 (Benchoam y 

colaboradores, manuscrito en preparación). En cuanto a su reactividad, existe 

una dualidad funcional ya que pueden actuar como nucleófilos y electrófilos. La 

forma RSS- puede actuar como un nucleófilo, considerándose que tienen una 

mayor nucleofilicidad que el tiol análogo (363, 370),  

 

La posible explicación a este comportamiento radica en el efecto alfa que 

atribuye el aumento de reactividad en un átomo debido a la presencia de un par 

de electrones desapareados en el átomo adyacente (275, 371). Este efecto 

sumado a la mayor disponibilidad de RSS- vs RSSH a pH fisiológico debido a 

su mayor acidez, hace que se considere a los persulfuros mejores nucleófilos 

que los tioles análogos (372).  

A su vez, la forma RSSH se comporta como un electrófilo débil. Este 

puede reaccionar con nucleófilos dando como producto tioles cuando se ataca 

el azufre externo del persulfuro o H2S cuando el ataque es el azufre interno,  



83 
 

 

La dependencia sobre cual tiol sufrirá el ataque está determinada por 

efectos estéricos (373, 374) y la acidez del grupo saliente, siendo los mejores 

grupos salientes aquellos que tienen menor pKa. En el caso de que el nucleófilo 

sea un tiol y el ataque sea en el átomo de azufre externo estaríamos frente a 

una reacción de transpersulfuración, dando como producto un tiol y el azufre 

sulfano transferido resulta en un nuevo persulfuro en el tiol atacante. La 

reducción de persulfuros proteicos por tioles puede constituir un mecanismo 

para prevenir la modificación irreversible de cisteínas 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 nucleofílico formando el persulfuro de Trx y regenerando 

el tiol original. Posteriormente, se generaría la Trx oxidada y H2S (378-380). 

Alternativamente, cuando un tiol ataca el átomo de azufre interno del 

persulfuro, se libera H2S y se forma un disulfuro mixto (381-383). 

En este objetivo de la Tesis abordamos la formación y la reactividad de un 

persulfuro proteico, utilizando la MtAhpE como modelo. El hecho de que la 

enzima se purifique en cantidades importantes, haya sido estudiada en 

profundidad en nuestro laboratorio (142, 213, 247, 262, 263) y que el ácido 

sulfénico en la CP de la MtAhpE (MtAhpE-SOH) sea relativamente estable (247, 

261), facilitó el uso de esta Prx como modelo de persulfuro proteico. En 

concreto, nos enfocamos en la caracterización cinética de la reacción entre 

MtAhpE-SOH y H2S para formar un persulfuro. Evaluamos la posibilidad de que 

el H2S pueda actuar como un sustrato reductor de la MtAhpE y la contribución 

relativa de este posible rol fisiológico como reductor con respecto al sistema de 

reducción fisiológico 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 específicos y reactivos 

inespecíficos de Prxs. Además, se exploró la posibilidad de la participación de 

las Prxs en las reacciones de transpersulfuración. Estos estudios formaron 

parte del proyecto de iniciación a la investigación financiado por CSIC, del que 
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fui, conjuntamente con el Dr. Ernesto Cuevasanta (Facultad de Ciencias, 

Universidad de la República, 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 autoría de correspondencia.  

D.II. MATERIALES Y MÉTODOS  

Químicos. El sulfuro de sodio (Na2S.9H2O) fue comprado a J.T. Baker o a 

Carlo Erba. El H2O2 fue obtenido de Mallinckrodt Chemicals. El DTNB, DTT, 

iodoacetamida, DTPA, butil hidroxitolueno (BHT) y sulfato de amonio ferroso 

(Fe(NH4)2(SO4)2) fueron comprados a Sigma–Aldrich. La sal tetrasódica de 

3,3’-Bis[N,N-bis(carboximetil)-aminometil] orto-cresol sulfonftaleína (naranja de 

xilenol) fue obtenida de AppliChem. La 4,4’-ditiodipiridina (DTDPy) fue obtenida 

de Acros Organics. La sonda de azufre sulfano 4 (SSP4, sulfane sulfur probe 4) 

y el Na2S2 fueron obtenidos de Dojindo Molecular Technologies. 

Preparación de reactivos. Las soluciones de H2S fueron preparadas por 

pesada al disolver Na2S.9H2O en agua ultrapura con DTPA (0.1 mM) 

previamente degaseada por burbujeo con Argón en viales sellados en la 

oscuridad, y fueron usadas inmediatamente. Las soluciones de H2O2 fueron 

preparadas por dilución de una solución stock en agua ultra pura. El 

peroxinitrito fue sintetizado a partir de H2O2 y ácido nitroso como se describió 

anteriormente en (55, 58) y se trató con dióxido de manganeso (MnO2) granular 

para eliminar el H2O2 remante (384). La contaminación con nitrito fue 

típicamente <30% de la concentración de peroxinitrito. Las soluciones del ácido 

5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) fueron preparadas como se describió previamente 

en (385). Las soluciones stock de DTDPy fueron preparadas por pesada en 

etanol 95%. La solución stock de SSP4 fue preparada en DMSO. 

Expresión y purificación de la proteína. Fue realizada como se describió 

en el capítulo anterior. 

Determinación de la concentración de peróxidos. La concentración de la 

solución stock de H2O2 fue determinada espectrofotométricamente a 240 nm 
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(ε240 = 39.4 M-1cm-1, (386)). La concentración de peroxinitrito fue determinada a 

pH alcalino espectrofotométricamente a 302 nm (1,705 M−1cm−1 (387)). 

Reducción de tioles proteicos y cuantificación. La MtAhpE fue reducida 

mediante la preincubación 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 filtración usando una columna de desalado HiTrap 

(Amersham Bioscience) equilibrada con el amortiguador en el cual se iba a 

hacer el experimento. La elución de la MtAhpE reducida se realizó siguiendo la 

absorbancia a 280 nm de la proteína. La medida del contenido de tiol de la 

proteína se llevó a cabo utilizando DTNB midiendo absorbancia a 412 nm  (ε412 

= 14,150 M−1cm−1, (281)) o DTDPy midiendo absorbancia a 324 nm (ε324 = 

21,400 M-1cm-1, (388)). Como se esperaba para la enzima reducida (MtAhpE-

SH), se midió una concentración que se corresponde con un tiol por subunidad 

proteica. 

Preparación de los derivados de la MtAhpE. La forma de la MtAhpE 

oxidada a ácido sulfénico (MtAhpE-SOH) fue obtenida por el tratamiento de la 

enzima reducida con una concentración equimolar de H2O2 en amortiguador 

fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Los tiempos de 

incubación requeridos para que la reacción se completara en las condiciones 

experimentales empleadas se determinaron mediante simulaciones cinéticas 

utilizando Gepasi (389) a partir de la constante de oxidación reportada 

previamente (247). El derivado del persulfuro de la MtAhpE (MtAhpE-SSH) se 

preparó adicionando H2O2 a MtAhpE-SH en presencia de Na2S, en condiciones 

equimolares (1 H2O2: 1 MtAhpE-SH: 1 Na2S). Dado que el H2O2 reacciona 

varios órdenes de magnitud más rápido con MtAhpE-SH que con H2S (8.2 × 

104, (247) vs 0.35 M-1s-1, (390) a pH 7.4 y 25 °C, respectivamente), se forma 

MtAhpE-SOH, que a su vez reacciona con H2S para formar MtAhpE-SSH. 

Detección de MtAhpE-SSH por espectrometría de masas ESI-Q. La 

detección del persulfuro se llevó a cabo en mezclas de MtAhpE-SH (10 µM) y 

Na2S (10 µM) tratadas con H2O2 (10 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 

mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. En diferentes tiempos de incubación, 

se añadió iodoacetamida (40 mM) y se incubó durante 30 minutos a 25 °C. El 
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exceso de agente alquilante se eliminó por gel filtración utilizando mini 

columnas de filtración 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 filtración, algunas muestras se trataron adicionalmente con 

DTT (2 mM) (capaz de reducir disulfuros formados como productos de 

alquilación de persulfuros pero no a los productos de alquilación de tioles) 

antes del análisis. Todas las muestras se cargaron en una columna C4 

(GraceVydac 214MS5115) para la separación por HPLC. La fase móvil 

consistió en 0.1% de ácido fórmico en agua ultrapura (solvente A) y 0.1% de 

ácido fórmico en CH3CN (solvente B) y la elución de la proteína se realizó con 

un gradiente lineal de 10 min de solvente B (5-50%) seguido de 10 min 

adicionales a 50% de disolvente B a 100 µL/min. Se empleó un espectrómetro 

de masas ESI-triple cuádruplo (QTrap4500, ABSciex) para la detección. El 

espectrómetro se ajustó en modo positivo Q1 en el rango de 500-2000 m/z con 

una velocidad de escaneo de 200 Da/s y la resolución Q1 en UNIDAD. Los 

parámetros utilizados fueron: IS: 5000; TEM: 300; DP: 120; EP: 10; CUR: 20; 

GS1: 30; GS2: 20. La adquisición de datos se realizó utilizando el software 

Analyst 1.6.2 (ABSciex) y PeakView 2.2 para el análisis de datos y la 

desconvolución de todos los espectros. Las determinaciones de espectrometría 

de masa se llevaron a cabo en colaboración con el Msc. Mauricio 

Mastrogiovanni del Departamento de Bioquímica, Facultad de Medicina y 

CEINBIO, Universidad de la República, Uruguay. 

Cinética de la reacción entre el H2S con MtAhpE-SOH. La cinética de 

esta reacción fue determinada por 2 ensayos de competencia utilizando un 

espectrofotómetro/fluorímetro de flujo detenido SX20 Applied Photophysics con 

detectores de absorbancia o fluorescencia. En el primer ensayo se evaluó la 

competencia entre el sulfuro de hidrógeno y el “tiol amarillo” TNB por el 

MtAhpE-SOH, como se ejemplifica en el siguiente esquema de reacciones, 
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El MtAhpE-SOH (1.4 µM) fue mezclado con soluciones de Na2S (0-50 µM) y 

TNB (30 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), 

pH 7.4 y 25 °C, y se siguió la absorbancia a 412 nm (ε412 = 14,150 M-1cm-1 

(281)). Los registros de absorbancia mostraron cursos temporales bifásicos, 

una primera fase de caída de absorbancia siguió a otra más lenta de 

recuperación de la misma. Ajustando estos cambios de absorbancia, en 

ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de Na2S, a 

decaimientos exponenciales más recta se obtuvieron ls kobs. Para determinar la 

constante de segundo orden (k2) de la reacción entre el MtAhpE-SOH y el H2S, 

se graficó la kobs vs la concentración de este último, utilizada en las mezclas y 

de la pendiente de este gráfico obtenida por un ajuste lineal se determinó el 

valor de la k2. 

 En el segundo ensayo se analizó la competencia entre el H2S y el H2O2 por 

el MtAhpE-SOH siguiendo la intensidad de fluorescencia (λexc 295 nm, emisión 

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

reacciones, 

 

En trabajos previos, demostramos que durante la oxidación de MtAhpE-SH a 

MtAhpE-SOH ocurre una disminución de la fluorescencia intrínseca de la 

proteína, mientras que durante la sobreoxidación a MtAhpE-SO2H dicha 

fluorescencia vuelve a aumentar (247). Se mezcló MtAhpE-SH (1 µM) en 

ausencia o presencia de Na2S (1 µM) con H2O2 (10, 100, 250 µM) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. El 

curso temporal del cambio de fluorescencia fue ajustado a un modelo de 

reacciones usando el programa de simulación computacional DynaFit (391) 

considerando las concentraciones iniciales de los reactivos y la constante de 

velocidad de oxidación de la MtAhpE-SH previamente reportada (247). La 

constante de sobreoxidación y de la reacción entre el H2S frente con al 

MtAhpE-SOH fueron obtenidas como resultado de la simulación. 
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Reactividad de MtAhpE-SSH hacia DTDPy. Se utiliza este disulfuro 

sintético porque tiene una alta reactividad intrínseca, ya que la reacción se 

puede seguir por absorbancia la aparición del producto de la reacción (4-

tiopiridona) y se puede usar en condiciones de pseudo primer orden, de modo 

que la concentración de persulfuro no necesita ser conocida exactamente y 

porque antes se utilizó para  estudiar la reactividad del persulfuro de la HSA 

(HSA-SSH) (372). Además, constituye un "sustrato" inespecífico para MtAhpE, 

que permitiría evaluar la reactividad del tiol y del persulfuro en ausencia de 

aspectos de especificidad. Se preparó MtAhpE-SOH (1.3 µM) como se describe 

anteriormente en una jeringa del espectrofotómetro de flujo detenido. Luego, se 

agregó Na2S (1.3 µM) para iniciar la formación de MtAhpE-SSH. Esta solución 

se mezcló a diferentes tiempos de envejecimiento con DTDPy (100-700 µM) y 

se registró la absorbancia a 324 nm (ε324 = 21,400 M-1cm-1 (388)). Los datos se 

ajustaron a funciones exponenciales dobles para obtener los valores de kobs y 

las amplitudes de las fases. La constante de velocidad de la reacción de 

MtAhpE-SSH con DTDPy se calculó a partir de la pendiente de la gráfica de las 

kobs para la fase rápida vs la concentración de DTDPy obtenida para mezclas 

de MtAhpE-SH, H2O2 y Na2S envejecido durante al menos 900 s. Este tiempo 

fue suficiente para que se completara la reacción de persulfuración de la 

enzima en las condiciones experimentales ensayadas, de acuerdo a la 

constante obtenida por nosotros por los métodos de competencia descritos 

más arriba.  

Reactividad de MtAhpE-SSH frente a peroxinitrito y H2O2. Se siguió 

el decaimiento de peroxinitrito (12 µM) espectrofotométricamente midiendo la 

absorbancia a 310 nm en ausencia o en presencia de MtAhpE-SH, MtAhpE-

SOH o MtAhpE-SSH (14.6 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con 

DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C, usando un espectrofotómetro de flujo 

detenido. A su vez se siguió la reducción de H2O2 por las diferentes formas de 

la MtAhpE utilizando el método de FOX (213, 392). Brevemente, se mezcló 

MtAhpE-SH, MtAhpE-SOH o MtAhpE-SSH (45 μM, en cada condición) con 

H2O2 (100 μM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) pH 7.4 y 25 °C. Se 

tomaron alícuotas (100 μL) a diferentes tiempos y se las incubó con el reactivo 

de FOX (900 µL) durante 30 minutos a temperatura ambiente para luego medir 
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absorbancia a 560 nm. El ε560 para el H2O2 se determinó a través de una curva 

de calibración utilizando concentraciones conocidas de H2O2 dando un valor de 

51,520 M−1cm−1 (Figura D3) que es cercano al previamente reportado en (213).  

 

Figura D3. Cuantificación de H2O2 por método de FOX. Se representa la curva de calibración donde se 

representa la absorbancia del complejo que forma el naranja de xilenol con el Fe
3+

 en función de 

concentraciones conocida de H2O2 preparadas de un stock previamente cuantificado. De la pendiente del 

grafico se obtiene el ε560 para el H2O2. 

Las constantes de velocidad de segundo orden de la reducción de estos 

oxidantes por las diferentes formas de la MtAhpE se estimaron a partir de las 

velocidades iniciales de la reacciones (393). 

Consumo catalítico de H2O2 y H2S por MtAhpE. Se mezclaron en 

viales sellados H2O2 (125 µM) y Na2S (250 µM) en ausencia o presencia de 

concentraciones crecientes de MtAhpE-SH (5-29 µM) en amortiguador fosfato 

de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se extrajeron muestras 

con jeringas herméticas y el H2S remanente se determinó mediante el método 

del azul de metileno (394). Alternativamente, las mismas concentraciones de 

H2O2 y Na2S utilizadas en el experimento anterior se mezclaron en ausencia o 

presencia de MtAhpE-SH (2.9 µM) en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 

7.4 y 25 °C y se determinó el H2O2 remanente por el método de FOX como se 

describe arriba. 
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Dinámica molecular de MtAhpE-SH y MtAhpE-SSH. La DM del dímero 

MtAhpE se realizó a partir de las estructuras del tiolato de MtAhpE-SH 

(MtAhpE-S-) y del persulfuro (MtAhpE-SS-). Se utilizó como estructura inicial, la 

estructura cristalográfica recientemente revisada de MtAhpE (PDBID= 4X0X, 

(264)) para la MtAhpE-S-. Esta estructura fue depositada por el grupo del Dr. 

Joris Messens, la cual se determinó realizando un análisis de los datos de la 

estructura cristalográfica de la MtAhpE depositada por Li (PDBID= 1XXU, (261)) 

utilizando un software más moderno (395). La justificación de este grupo para 

realizar el nuevo refinamiento de la estructura era que durante simulaciones de 

DM de 30 nanosegundos de duración ocurría una desestabilización del sitio 

activo de la enzima (264). En nuestros experimentos de DM con la estructura 

1XXU de 100 nanosegundos de duración, nunca observamos una 

desestabilización del sitio activo. Si bien nuestra posición 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 posición de la Gln46.                   

 

Figura D4. Sitio activo de la  MtAhpE con Cys45 en estado reducido. Izquierda: representación de la 

hélice-α2 en la estructura 1XXU (261). Derecha: la estructura 4X0X, (264), la cadena lateral Gln46 

invertida optimiza la red local de enlace de hidrógeno con Asp50, Trp80 y Ser84. Figura tomada de (395) 

El modelo inicial de persulfuro se generó mediante una modificación de 

la estructura de la MtAhpE oxidada (PDBID= 4X1U) (264) en la que el ácido 

sulfénico se transformó in silico a la forma MtAhpE-SS-. Los parámetros 

clásicos para simular el persulfuro de la CP se desarrollaron utilizando 

protocolos estándar (396). Se ejecutó 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 solvató con una caja 
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octaédrica de 12 Å de radio con moléculas de agua TIP3P (283). Con la 

excepción del persulfuro de CP en el modelo MtAhpE-SS-, los parámetros de 

residuos aminoacídicos corresponden al campo de fuerza Ambar parm14SB 

(398). Todas las simulaciones se realizaron en condiciones periódicas de 

frontera con un valor de corte de 10 Å y el método de sumas de Ewald (PME) 

para el tratamiento de las interacciones electrostáticas. Las longitudes de 

enlace de hidrógeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio utilizando el 

algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presión se mantuvieron 

constantes con un termostato y baróstato 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 

presión constante, con el termostato de Berendsen, y la presión se equilibró a 1 

bar por 5 picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizó una 

simulación 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 dinámicas y las representaciones de las moléculas 

fueron realizado con VMD 1.9.1 (291). Estos estudios fueron llevados a cabo 

en colaboración con el Dr. Ari Zeida. 

Transferencia del azufre sulfano del MtAhpE-SSH al tiol de SSP4. El 

MtAhpE-SOH se preparó mediante la incubación de MtAhpE-SH (4 µM) con 

H2O2 (4 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) con DTPA (0.1 mM), 

pH 7.4 y 25 °C durante 2 min. El  MtAhpE-SSH se formó mediante la adición de 

Na2S (4 µM) a las preparaciones de ácido sulfénico. Luego de un tiempo de 

incubación de 15 minutos, las muestras se diluyeron dos veces y se añadió 

SSP4 (20 µM) (DMSO al 4% después de la dilución). La transferencia del 

azufre sulfano a un tiol de la sonda conduce a la formación de un persulfuro, 

que se somete a una ciclación espontánea para liberar un fluoróforo (399, 400). 

La emisión de fluorescencia a 515 nm (λex = 482 nm) se registró en un lector de 

placas Varioskan Flash (Thermo). Las curvas de calibración se realizaron con 

Na2S2 asumiendo la equimolaridad entre azufre sulfano y Na2S2 en soluciones 

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

una función exponencial.  

D.III. RESULTADOS 

Detección del persulfuro de la MtAhpE. La formación del MtAhpE-SSH a 

partir de la reacción entre H2S y MtAhpE-SOH se reveló mediante la detección 

del producto de la reacción alquilado por iodoacetamida y su posterior 

reducción a MtAhpE-SH por DTT (Figura D5A). Se detectó 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), H2S y 

H2O2 en diferentes tiempos de incubación. La especie ya estaba presente luego 

de 30 segundos después del agregado del alquilante a la mezcla y los 

rendimientos máximos se obtuvieron después de 2 a 5 minutos (Figura D5B). 

El MtAhpE-SSH fue relativamente estable, ya que aún podía detectarse 

después de tiempos de incubación de 15 y 30 minutos antes del agregado del 

alquilante (Figura D5D), aunque la señal del derivado MtAhpE-SS-CAM 

disminuyó, mientras que la correspondiente a MtAhpE reducida alquilada 

(MtAhpE-S-CAM, 19,376 Da) aumentó en comparación a los tiempos de 

incubación más cortos. No se detectaron derivados de polisulfuro de la MtAhpE 

modificados (es decir, MtAhpE-SSnS-CAM, con n ≥ 1) en estas condiciones 

experimentales. El 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 remoción del exceso de 

alquilante por gel filtración, no se detectó enzima reducida alquilada en estas 

condiciones. Además, se detectó un pico correspondiente a 19,352 Da en 

todas las muestras, y fue particularmente evidente en aquellas en las que 

MtAhpE-SH se incubó con H2S y H2O2. Dado que esta especie se mantuvo 

después de la adición de la DTT, lo más probable es que refleje la presencia de 

la proteína sobreoxidada del ácido sulfínico (MtAhpE-SO2H) y no una forma 

persulfuro sin alquilar (MtAhpE-SSH), ya que ambas especies coinciden en el 

PM.  
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Figura D5. Detección de persulfuro en MtAhpE. (A) Esquema de la formación del persulfuro y la 

derivatización con iodoacetamida. Las especies están representadas en su estado protonado por 

simplicidad. (B) Deconvolución de los espectros de masas de las mezclas de reacción de MtAhpE-SH (10 

µM), H2O2 (10 µM) y Na2S (10 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 

7.4, 25 °C. Después de los tiempos de incubación 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 filtración. (C) 

Deconvolución de los espectros de masas de la MtAhpE-SH solo (negro) o incubados con H2O2 y Na2S 

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). Deconvolución de los espectros de masas de la MtAhpE-SH 



94 
 

incubado con H2O2 y Na2S 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 reacción del H2S con el ácido sulfénico de MtAhpE. 

Para evaluar la cinética de la reacción de la formación del persulfuro, se 

llevaron a cabo dos ensayos de competencia. En el primero H2S y TNB 

compiten por el MtAhpE-SOH, como se representa en Materiales y Métodos. La 

incubación de MtAhpE-SOH con el TNB en condiciones de pseudo-primer 

orden en ausencia de H2S (Figura D6A, trazo azul) reprodujo observaciones 

previas y confirmó la constante de velocidad de segundo orden de la reacción 

directa entre MtAhpE-SOH y TNB, (2.2 ± 0.3) × 103 M-1s-1 (247). La reacción da 

como producto un disulfuro mixto (MtAhpE-S-TNB) que reaccionó lentamente 

con una segunda molécula de TNB regenerando la enzima reducida, como se 

reportó anteriormente (247). Cuando el MtAhpE-SOH se mezcló con TNB en 

presencia de H2S, las constantes de velocidad observadas de la 

descomposición de TNB (kobs) aumentaron linealmente con la concentración de 

H2S 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) × 103 M-1s-1 para la reacción de H2S 

con MtAhpE-SOH (pH 7.4, 25 °C). El MtAhpE-S-TNB reaccionó con el H2S 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. 

 

Figura D6. Ensayo de competencia de H2S y TNB hacia MtAhpE-SOH. (A) Cursos temporales de la 

disminución de la absorbancia del TNB (30 µM) cuando se mezclan con MtAhpE-SOH (1.4 µM, trazo azul) 

y concentraciones crecientes de Na2S (30 µM trazo rojo, 38 µM trazo bordo, 42 µM 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 caída de la absorbancia en función de la concentración de 

Na2S. 

Un segundo enfoque para determinar la cinética de la reacción de H2S 

con MtAhpE-SOH consistió en un ensayo de competencia con la reacción de 

sobreoxidación a MtAhpE-SO2H cuando la enzima es expuesta a un exceso de 

H2O2. La sobreoxidación provoca cambios en la emisión de fluorescencia 

intrínseca en la enzima (213, 247). La rápida oxidación de MtAhpE-SH produjo 

un rápido descenso de la fluorescencia debido a la formación de MtAhpE-SOH, 

que es consistente con la constante de velocidad anteriormente reportada de 

8.2 × 104 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C (247). Una segunda fase de la reacción 

mostró una recuperación lenta de la emisión debido a la sobreoxidación a 

MtAhpE-SO2H por el H2O2 remanente (247). La presencia de H2S 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) × 103 M-

1s-1 para la reacción de H2S con MtAhpE-SOH, que es similar al valor 

determinado utilizando la competencia con TNB. Además, la constante de 

velocidad de sobreoxidación producida por el ajuste global fue de 60 M-1s-1, que 

si bien es algo mayor, es cercano al valor reportado anteriormente (247). 

 

Figura D7. Ensayo de competencia de H2S y H2O2 por el MtAhpE-SOH. Cursos temporales de los 

cambios de fluorescencia intrínseca de la MtAhpE-SH (1 µM) cuando se mezclan con H2O2 (100 µM) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C (rojo). El trazo azul muestra 
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el efecto del agregado de Na2S (1 µM) en la mezcla de reacción. 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 específico, 

DTDPy. La estabilidad relativa del derivado de persulfuro de esta Prx facilitó el 

estudio de su reactividad. Se evaluó la cinética de la reacción del persulfuro 

hacia el disulfuro electrófilo, DTDPy. Una mezcla de MtAhpE-SOH y H2S se 

envejeció durante períodos de tiempo crecientes y se mezcló con DTDPy en 

condiciones de pseudo-primer orden (Figura D8). Se siguió la absorbancia a 

324 nm de la 4-tiopiridona liberada por reacción de DTDPy con H2S y MtAhpE-

SSH y la cinética mostró un perfil bifásico. La fase rápida, atribuible a la 

reacción de MtAhpE-SSH con DTDPy, aumentó su amplitud durante los 

primeros 5 minutos mientras se producía lentamente MtAhpE-SSH, como se 

esperaba de las concentraciones de MtAhpE-SOH y H2S, y la constante de 

velocidad de (1.4 ± 0.2) × 103 M-1s-1 reportada en este trabajo. Después de 

aproximadamente 400 s, la amplitud de la fase rápida se hizo constante, lo que 

demuestra que todo el persulfuro se formó y se mantuvo estable durante al 

menos 30 minutos en estas condiciones experimentales (Figura D8B). A partir 

de la amplitud de la fase rápida, la cantidad de MtAhpE-SSH formada se 

calculó como 1.1 µM, representando el 81% del total de MtAhpE. La fase lenta 

que disminuyó en amplitud con el tiempo, se atribuyó a la reacción de H2S con 

DTDPy, y tuvo una constante de velocidad de 545 ± 1 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C. 

Dado que a aproximadamente 900 s, la formación de MtAhpE-SSH había 

alcanzado una meseta mientras se había agotado el H2S, se realizaron 

experimentos con concentraciones variables de DTDPy después de este 

período de envejecimiento. Las kobs para la fase rápida aumentaron linealmente 

con la concentración de DTDPy (Figura D8C). A partir de la pendiente, se 

calculó la constante de velocidad de segundo orden para la reacción de 

MtAhpE-SSH con DTDPy como (1.8 ± 0.1) × 103 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C. En 

comparación, la constante de velocidad para la reacción de MtAhpE-SH con 

DTDPy fue de 42 ± 8 M-1s-1 en las mismas condiciones (Figura D8C). 
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Figura D8. Reactividad del MtAhpE-SSH hacia el electrófilo, DTDPy. (A) El persulfuro se preparó 

mediante la incubación de MtAhpE-SH (1.30 µM) con H2O2 (1.29 µM) en amortiguador fosfato de sodio 

(100 mM) más DTPA (0.1 mM) (pH 7.4, 25 °C) durante 3 min. Luego, se agregó Na2S (1.29 µM) y se 

mezcló con DTDPy (123 µM) cada 1.5 min en un espectrofotómetro 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 rápida revelan el tiempo para la formación de MtAhpE-SSH. (C) 

Después de envejecer mezclas de MtAhpE-SH, H2O2 y Na2S durante aproximadamente 900 s, las 

muestras se mezclaron con concentraciones variables de DTDPy y se determinaron las kobs en la fase 

rápida. A partir de la correlación lineal con la concentración de DTDPy, se obtuvo una constante de 

velocidad de segundo orden para la reacción con MtAhpE-SSH (círculos rojos). Las kobs para la reacción 

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

Reactividad del MtAhpE-SSH por los sustratos oxidantes 

específicos de las Prxs, peroxinitrito y H2O2. La descomposición del 

peroxinitrito (12 µM) se aceleró en gran medida en presencia de MtAhpE-SH 

reducida 15 µM (Figura D9A, trazo negro) y se produjo principalmente en el 

tiempo de mezcla del aparato (<1.1 milisegundos), de acuerdo con la reacción 

rápida anteriormente reportada (1.7 × 107 M-1s-1 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 formación del 

MtAhpE-SSH de aproximadamente 80%, como se determinó anteriormente 

(Figura D8A), la constante de velocidad de la reacción con peroxinitrito se 

estimó en ~104 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C. 

En el caso de H2O2, el consumo por MtAhpE-SH (45 µM) fue casi 1 a 1 

durante los primeros 30 segundos, como ya se describió (213) y de acuerdo 

con la constante de velocidad reportada de 8.2 × 104 M-1s-1 a pH 7.4 (247) 

(Figura D9B, cuadrados negros). En presencia de MtAhpE-SOH (círculos 

azules), el decaimiento del H2O2 fue más lento estimándose una constante de 

velocidad de 78 M-1s-1 a partir del método de velocidad inicial del decaimiento, 

lo que concuerda con la baja constante de velocidad para la reacción entre 

MtAhpE-SOH y H2O2 determinada previamente (40 M-1s-1) (247). La velocidad 

de consumo de H2O2 por el MtAhpE-SSH (triángulos rojos) fue similar a la de 

MtAhpE-SOH. A partir de la velocidad inicial del decaimiento de H2O2 y 

considerando un rendimiento de formación de persulfuro de aproximadamente 

80%, la constante de velocidad de la oxidación de MtAhpE-SSH por H2O2 se 

estimó en 109 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C. 

 

Figura D9. Reactividad de MtAhpE-SSH con peroxinitrito y H2O2. (A) Se siguió el decaimiento de 

peroxinitrito (12 µM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C, 

midiendo la absorbancia a 310 nm en un espectrofotómetro de flujo detenido (trazo verde) o en presencia 

de una concentración de 15 µM de MtAhpE-SH (trazo negro), MtAhpE-SOH (trazo azul) o MtAhpE-SSH 

(trazo rojo). (B) consumo de H2O2 en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) (pH 7.4, 25 °C) en presencia 

de 45 µM de MtAhpE-SH (cuadrados negros), MtAhpE-SOH (círculos azules) o MtAhpE-SSH (triángulos 

rojos). La concentración de H2O2 se determinó utilizando el método de FOX. 
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Consumo de H2S y H2O2 catalizado por MtAhpE. Para estudiar si el 

H2S es capaz de completar el ciclo catalítico de la enzima, se agregó MtAhpE-

SH a una mezcla de H2S y H2O2, tomándose alícuotas durante la incubación 

para determinar concentraciones de H2S y H2O2. Aunque el H2O2 es capaz de 

consumir H2S en ausencia de catalizadores, de acuerdo con la reacción lenta 

ya reportada (0.35 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C (390)), se observó un  incremento en 

la velocidad de consumo de H2S y H2O2 cuando se agregó concentraciones 

subestequiométricas de la enzima (Figuras D10A y D10B). Las velocidades 

iniciales de descomposición del H2S mostraron una dependencia lineal de la 

concentración de MtAhpE-SH con una pendiente de 2.2 × 10-2 s-1 en las 

concentraciones de sustrato analizadas (Figura D10C), lo que confirma la 

actividad catalítica de la MtAhpE. 

 

Figura D10. Consumo catalítico de H2S por H2O2 en presencia de MtAhpE. (A) Se incubaron mezclas 

de Na2S (250 µM) y H2O2 (125 µM) en presencia (negro) o ausencia (rojo) de MtAhpE-SH (2.9 µM) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4, 25 °C. La concentración de H2S se 

determinó utilizando el método del azul de metileno. (B) El mismo experimento que en A, pero las mezclas 

se realizaron en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) pH 7.4, 25 °C y la concentración de H2O2 se 
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determinó utilizando el método de FOX. (C) Velocidades iniciales de consumo de H2S obtenidas a 

diferentes concentraciones de MtAhpE en soluciones de Na2S (125 µM) y H2O2 (127 µM). 

Dinámica molecular de MtAhpE-SSH. Para evaluar el efecto 

estructural y dinámico de la persulfuración 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 dímero 

MtAhpE, como se desprende de la comparación 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 

Arg116, que se destacaron previamente como esenciales para el 

reconocimiento y la reducción de hidroperóxidos, no solo para esta Prx (192, 

262, 263), sino también para toda la familia Prxs (193-195, 201, 272, 274). 

Específicamente, se observó una ganancia en la flexibilidad de la región que 

contiene a Thr42 tras la persulfuración (Figura D11D). Además, las 

interacciones entre Cys45 y ambos, Thr42 y Arg116, se interrumpieron en el 

modelo del persulfuro: los átomos de Sγ y Sδ del persulfuro en Cys45 no 

interactuaron fuertemente con Thr42 y Arg116 (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 persulfuración de MtAhpE 

conduce a una alteración significativa en la topología del sitio activo que altera 

las interacciones clave involucradas en la catálisis de sustratos. 
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Figura D11. Cambios estructurales tras la persulfuración en el sitio activo de MtAhpE. (A) Se 

muestra el solapamiento de estructuras representativas del dímero MtAhpE obtenido de simulaciones de 

DM con Cys45 como tiolato (negro) o como persulfuro (rojo). (B) Comparación del sitio activo de la 

MtAhpE cuando la Cys45 esta como tiolato y persulfuro, mostrando los residuos Thr42, Cys45 y Arg116. 

(C) Distribución del contenido de hélice-α y hoja-β (en %) para ambas simulaciones. (D) Comparación de 

la rmsf por residuo calculados de la DM a partir de la Cys45 como tiolato (negro) y persulfuro (rojo). (E) 

Distribución 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 incubó MtAhpE-SSH con la sonda SSP4 que 

contiene tiol no fluorescente utilizado como una sonda para azufre sulfano. La 

incubación de SSP4 con MtAhpE-SSH condujo a un aumento de la emisión 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 calibración que utilizan Na2S2, el rendimiento del proceso de 

transulfuración fue de 95 ± 5% luego de 4.5 horas de tiempo de incubación. El 

pequeño incremento de fluorescencia obtenido para MtAhpE-SOH 

probablemente se deba a que los RSOH pueden comportarse como 

electrófilos, por lo que también podrían reaccionar con los tioles de la sonda 

con posible formación  de sus productos fluorescentes.  
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Figura D12. Transferencia del azufre sufano de MtAhpE-SSH al tiol del SSP4. MtAhpE-SOH se 

preparó mediante la incubación de MtAhpE-SH (4 µM) con H2O2 (4 µM) en amortiguador fosfato de sodio 

(100 mM) más DTPA (0.1 mM) (pH 7.4, 25 °C) durante 2 min. El persulfuro se formó agregando Na2S (4 

µM) a las preparaciones de MtAhpE-SOH y envejeciendo durante 15 minutos, tiempo en el que se espera 

que se complete la reacción. Luego, las muestras se diluyeron dos veces, se agregó SSP4 (20 µM) y se 

siguió la emisión de fluorescencia en presencia de MtAhpE-SH (trazo negro), MtAhpE-SOH (trazo azul), 

MtAhpE-SSH (trazo rojo) y amortiguador (trazo verde). 

D.IV. DISCUSIÓN 

Un destino plausible para el H2S en las células está representado por sus 

reacciones con los ácidos sulfénicos de cisteínas (372, 378). Las CP 

constituyen una blanco preferencial para hidroperóxidos debido a su alta 

reactividad y abundancia celular (172, 401). Esta reacción es una fuente de 

RSOH, que luego son reducidos por varias vías. La viabilidad de la reacción 

entre el H2S con un RSOH está determinado por aspectos cinéticos y es 

favorecida cuando este último 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 H2S para formar un persulfuro. Se determinó 

que la constante de velocidad para esta reacción como (1.4 ± 0.2) × 103 M-1s-1 

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 pKa 

reportados son 6.6 para MtAhpE-SOH (247) y 6.9 para H2S (348), la constante 
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de velocidad independiente del pH calculada es 1.4 × 104 M-1s-1e. Estos valores 

obtenidos de constantes pueden compararse con los obtenidos para la 

reacción de otro RSOH proteico relativamente estable, el formado en albúmina 

de suero humano (HSA-SOH, human serum albumin) con H2S previamente 

reportado (372). La constante de velocidad para HSA-SOH fue (2.7 ± 0.8) × 102 

M-1s-1 a pH 7.4 y 25 °C, mientras que la constante de velocidad independiente 

del pH fue calculada como ⁓4 × 102 M-1s-1 (asumiendo que la HSA-SOH se 

encuentra mayoritariamente protonada a pH 7.4f). Por lo tanto, se puede 

establecer razonablemente que el MtAhpE-SOH es cerca de 30 veces más 

reactivo que HSA-SOH con HS-. 

Concentraciones subestequiométricas de MtAhpE fueron capaces de 

consumir H2S y H2O2 catalíticamente, lo que sugiere que MtAhpE-SH se puede 

regenerar y comenzar un nuevo ciclo catalítico. Como precedente, se propuso 

que la Prx6 de Bos taurus, otra Prx de 1-cisteína de una subfamilia PrxVI, es 

capaz de consumir H2O2 usando H2S como sustrato reductor mediante la 

formación de un persulfuro en su CP (217). Por el contrario, no se obtuvo 

evidencia de la participación de H2S en el ciclo catalítico de la Prx6 de 

Arenicola marina (402). En el caso de la MtAhpE, en presencia de exceso de 

H2S y H2O2, la catálisis podría proceder por una variedad de vías. Con toda 

seguridad la reacción inicial sea rápida oxidación de MtAhpE-SH por H2O2 (8.2 

× 104 M-1s-1, pH 7.4 (247), R1) para producir MtAhpE-SOH, seguido de la 

reacción con H2S para formar MtAhpE-SSH ((1.4 ± 0.2) × 103 M-1s-1, pH 7.4, 

R2). Luego, MtAhpE-SSH puede reaccionar con H2S para recuperar el tiol 

original y producir HSSH y otros subproductos como polisulfuros (R3). 

Alternativamente, el MtAhpE-SSH puede reaccionar con el H2O2 para formar un 

ácido pertiosulfénico (R-SSOH) y otros estados más oxidados (R-SSO2H, R-

SSO3H), que luego pueden reducirse a tiol o persulfuro por el H2S. La vía 

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

                                                           
e
  kpH = kpH-ind×

Ka H2S

𝐾a H2S + [H
+
]
×

 [H
+
]

Ka AhpE-SOH + [H
+
]
 

 
f
 el pKa de HSA-SOH no ha sido determinado, pero siendo que en general los sulfénicos son más ácidos 
que sus respectivos tioles, y siendo el pKa del tiol de la albúmina de 8.1 (398), se considera muy probable 
que el pKa de HSA-SOH sea <7.1. De cualquier manera, en algunas proteínas con pKa 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 gráfica de velocidad vs la concentración de 

MtAhpE-SH indicó una regeneración de 2.2 × 10-2 s-1 a las concentraciones de 

H2S y H2O2 utilizadas (Figura D10C). Suponiendo que el paso limitante de la 

velocidad es una reacción de segundo orden, ya sea la reacción de MtAhpE-

SSH con H2S o con H2O2, y considerando que las concentraciones de H2S y 

H2O2 fueron 125 y 127 µM, respectivamente, se puede calcular que la 

constante de velocidad para la reacción de segundo orden que limita la 

velocidad es ⁓170 M-1s-1. Claramente, la reacción de MtAhpE-SOH con H2S, 

que tiene una constante de velocidad 8 veces mayor ((1.4 ± 0.2) × 103 M-1s-1, 

pH 7.4), no es limitante de la velocidad en el proceso catalítico. Además, la 

velocidad de la reacción de MtAhpE-SSH con H2O2 (⁓109 M-1s-1) está por 

debajo de la constante de velocidad del paso limitante esperada, lo que lleva a 

la reacción de la R3 como la más probable a suceder durante el ciclo catalítico. 

 

En un contexto celular, la reacción del H2S con CP-SOH podría ser relevante en 

las Prxs de 1-cisteína, donde la CR está ausente y el CP-SOH podría ser 

estable. También podría ser relevante en Prxs de 2-cisteínas eucariotas, 

particularmente en aquellos casos en los que la reacción de resolución es 

relativamente lenta, por lo que el CP-SOH tendría una vida media significativa, 

no siendo el caso de las Prxs de 2-cisteínas típicas bacterianas que son más 

robustas frente a la sobreoxidación (187).  

Por otra parte, la constante de velocidad de segundo orden de la 

reacción de MtAhpE-SOH con H2S ((1.4 ± 0.2) × 103 M-1s-1) es 6 veces más 

alta que la reportada para la reacción del MtAhpE-SOH con MSH y similar al 

reportado para la Mrx-1 (237 y 1.6 × 103 M-1s-1, respectivamente (142)), que 

son los sustratos reductores endógenos conocidos en Mtb hasta la fecha. El 

destino principal del MtAhpE-SOH en un contexto celular está dictado no solo 

por las constantes cinéticas sino también por la concentración de los blancos. 

Aunque todavía faltan reportes sobre los valores de la concentración en estado 

estacionario de Mrx-1 en Mtb, los niveles de MSH (1–8 mM (130)) son más 
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altos que los estimados para el H2S (⁓370 µM (130, 403)). Por lo tanto, el H2S 

podría representar un sustrato reductor eficiente alternativo al sistema 

MSH/Mrx-1 en el Mtb. Los mecanismos de regulación de la síntesis de MSH y 

H2S en la bacilo están comenzando a describirse (404, 405), y por lo tanto, se 

requiere más trabajo para establecer su contribución relativa para la reducción 

de MtAhpE durante diferentes condiciones metabólicas. Además, las funciones 

de H2S y MSH/Mrx-1 como donantes de electrones para las proteínas 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 

hábitat, puede estar expuesto a altas concentraciones de H2S, merece una 

investigación exhaustiva. De hecho, se demostró que la suplementación con 

H2S complementa el defecto de crecimiento de las cepas con una capacidad 

disminuida para regenerar MSH (147). Este objetivo de la Tesis proporciona 

información sobre los posibles mecanismos de comunicación cruzada entre el 

patógeno y su huésped en una unión entre la señalización de H2S y los 

sistemas de defensa antioxidantes. 

La reactividad de MtAhpE-SSH hacia un blanco electrófilo inespecífico 

se probó utilizando DTDPy. Se obtuvieron constantes de velocidad de segundo 

orden de (1.8 ± 0.1) × 103 y (42 ± 8) M-1s-1 a pH 7.4 para el MtAhpE-SSH y 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 están 

ionizadas, ya que el pKa de la MtAhpE-SH es 5.2 (247) y el pKa 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. Más bien, 

pueden atribuirse a un aumento en la reactividad intrínseca. Previamente se 

reportaron las constantes de velocidad para la reacción de DTDPy con el HSA-

SSH o tiol (HSA-SH) como (1.7 ± 0.1) × 104 y (7.6 ± 0.4) × 102 M-1s-1 

respectivamente, a pH 7.4 y 25 °C (372) (Tabla D1). Estos valores se traducen 

en constantes de velocidad independientes del pH de ~2 × 104 M-1s-1 para 

HSA-SSH y 7 × 103 M-1s-1 para HSA-SH, que tiene un pKa de 8.1 (406). Por lo 

tanto, la formación de un persulfuro produjo un aumento de 20 veces en la 
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reactividad a pH 7.4 y sólo un aumento de 3 veces en las constantes de 

velocidad independientes del pH. El aumento de la reactividad intrínseca con 

DTDPy del persulfuro en relación con el tiolato puede deberse al efecto alfa, a 

los cambios en la solvatación, a las alteraciones en las interacciones débiles en 

el entorno de la CP o a una combinación de estos efectos. 

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

proteicos.   

  

DTDPy 

k (M
-1

s
-1

) 

ONOOH  

 

H2O2  

MtAhpE-SH 42 
A, B

 1.9 × 10
7 A

 (247) 8.2 × 10
4 A

 (247) 

MtAhpE-SSH 1.8 × 10
3 A, B

  10
4 A, B

   109 
A, B

 

HSA-SH 7.6 × 10
2 A

 (372)  2.7 × 10
3 C 

(372) 2.1 
D
 (406)  

HSA-SSH 1.7 × 10
4 A

 (372)  1.2 × 10
4 C

 (372) N.D. 

 

A 
Valor determinado a pH 7.4 y 25 °C. 

B
 Valor determinado en esta Tesis. 

C
 Valor determinado a pH 7.4 y 20 °C. 

D
 Valor determinado a pH 7.4 y 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 hidroperóxidos, sustratos específicos de las Prxs, es 

varios órdenes de magnitud más alta para MtAhpE-SH que para HSA-SH 

(Tabla 1D). Este es otro ejemplo de la baja reactividad de Prxs hacia 

compuestos no específicos y contribuye al concepto de que no existe una 

cisteína reactiva general (194, 407). El microentorno de CP en Prxs acelera 

específicamente la reacción con sus sustratos oxidantes, los hidroperóxidos. 

En contraste con el aumento de la reactividad del MtAhpE-SSH en 

comparación con MtAhpE-SH frente a la DTDPy, la reactividad de MtAhpE-

SSH hacia H2O2 y peroxinitrito fue varios órdenes de magnitud menor que la 

del MtAhpE-SH. La leve reactividad de MtAhpE-SSH con estos sustratos 

específicos de las Prxs podría ser un efecto de distorsión geométrica del sitio 
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catalítico, el cual parece ser requisito para la correcta interacción de los 

hidroperóxidos con la CP en estado tiolato a través de enlaces de hidrógeno 

con la Arg116 y la Thr42 durante la formación del complejo con el sustrato y 

alcanzándose el estado de transición (262, 263). Además de cambiar la 

reactividad de este sitio debido a los cambios en las distancias, la formación de 

un persulfuro también podría cambiar el valor del pKa. La acidez parece ser 

menor en los persulfuros de bajo peso molecular con respecto a sus tioles 

análogos (369). Sin embargo, no es fácil predecir el pKa del persulfuro en el 

caso de una Prx debido al entorno especial del sitio activo. Además, se espera 

que los persulfuros mejoren la reactividad como bases débiles (372), lo que los 

hace más propensos a reaccionar con disulfuros que con hidroperóxidos. 

Una vez formado un persulfuro en una Prx, ¿qué destino podría tener? Si 

bien puede producirse una reacción adicional con H2S o H2O2 in vitro, en 

condiciones fisiológicas 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 proteínas de las familia de 

Trxs y Grxs reaccionan con proteínas persulfuradas (378, 379). La posibilidad 

de ataque directo del tiolato de una proteína en el átomo de azufre externo del 

persulfuro de una Prx sería promovida por la acidez relativamente alta del tiol 

como grupo saliente y podría resultar en la formación de un persulfuro en la 

proteína atacante. Esto constituiría un mecanismo de transpersulfuración que 

podría contribuir a los niveles relativamente altos de persulfuración 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 reacción de 

MtAhpE-SOH con H2S 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 H2S es un 

sustrato reductor alternativo para la enzima. Finalmente, sugerimos la 

posibilidad de que las Prxs participen en la persulfuración de proteínas. Dado 
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que las reacciones de transpersulfuración aquí estudiadas utilizaron una sonda 

de bajo peso molecular como aceptor, sería importante demostrar si también 

ocurre la transferencia hacia tioles proteicos. En este caso, ¿Qué requisitos 

debe cumplir la proteína receptora? Es decir, ¿hay especificidad? y ¿cuáles 

son los determinantes de dicha especificidad? Sería también interesante 

investigar si otras Prxs de 1-cisteína, de la familia de la Prx6 también participan 

en reacciones de tranpersulfuración. Asimismo, sería interesante investigar si la 

transpersulfuración a partir de MtAhpE demostrada in vitro en este trabajo 

ocurre también in vivo. Para ello, se podría modular los niveles de expresión de 

AhpE u otras Prxs de 1-cístena y observar los efectos de dicha modulación en 

los niveles de persulfuración proteica en células expuestas o no a H2S exógeno 

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

Dependiente de Trx, Altamente Eficiente 

por AG-OOH 

 

E.I. INTRODUCCIÓN  

En este capítulo se muestran los resultados de la caracterización 

bioquímica funcional de la MtPrxQ B (Rv1608c) que, mediante un análisis 

informático por homología 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), identificándose posteriormente su homólogo en E. coli definido 

previamente por su migración electroforética como “proteína 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 referían solamente a los homólogos de las 

BCPs en plantas. Estas Prxs están presentes principalmente en los dominio 

Bacteria aunque se han encontrado en Arquea y en organismos Eucariotas 

(196) como se representa en la Figura E1. 

 

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

especies. Gráficos tomados de (164). 
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Son el grupo más diverso en cuanto a su funcionalidad, ya que 

presentan o no la CR y en caso de tenerla también varía su localización. En 

ciertos casos la CR está ausente (≤39% de los miembros (412)) funcionando 

como Prxs de 1-cisteína. En aquellas en las que la CR está presente, por lo 

general, se encuentra en la hélice-α2 (~55% de los miembros (201)) 

conformando un motivo CPXXXXCR. En otro grupo minoritario se encuentras 

las PrxQs en las que la CR se encuentra en la hélice-α3 (~7% de los miembros 

(201)) siendo equivalente a la posición de ésta en la subfamilia de las Tpx. 

También, los miembros de esta subfamilia presentan diferentes estado 

oligomérico, ya que pueden encontrarse como monómeros o dímeros del tipo A 

en solución. 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 agrupación moderna que más se parece a las 

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

Las PrxQs que presentan la CR, se comportan como Prxs de 2-cisteínas 

atípicas, formando un puente disulfuro intramolecular entre la CR y la CP 

oxidada a sulfenato (CP-SOH) por la reacción con el hidroperóxido (265). Como 

ya se mencionó en la introducción general, el paso se resolución requiere de 

una transición estructural de la Prx de una conformación FF a la LU que acerca 

la CP-SOH a la CR permitiendo la formación del disulfuro (308). En aquellas 

PrxQ con la CR en la misma hélice-α2 que la CP en un motivo 

PXXX(T/S)XXCPXXXXCR, sufren un cambio estructural local en la transición de 

FF → LU, siendo esta última conformación estabilizada por el puente disulfuro 

(412). Cuando la CR se encuentra en la hélice-α3, como por ejemplo en la PrxQ 

de Xanthomonas campestris, en la transición FF→LU hay un cambio 

conformacional que involucra la rotación de la cadena lateral de la CP-SOH y el 

desplegamiento de la hélice-α3 permitiendo la formación del disulfuro (414). 

Perkins y colaboradores utilizaron esta PrxQ para elaborar un conjunto de 

estructuras cristalográficas, que “congela” la transición durante la oxidación de 

la CP desde su estado tiolato (CP-S-) al CP-SOH y la sobreoxidación a sulfínico 

(CP-SO2H), con el fin de optimizar la descripción de las interacciones que se 

dan durante la unión del oxidante, la estabilización del estado de transición y la 

formación 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 CR, funcionan como Prxs de 1-cisteína 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 catalítica residual utilizando la Trx como sustrato. 

Por experimentos de mutagénesis dirigida se incorporó un “símil CR”, es decir 

un residuo de cisteína, a 4 residuos de la CP en la hélice-α2 de esta PrxQ, 

observándose un mecanismo funcional similar a una Prx de 2-cisteína atípica 

con reducción preferencial por las Trxs (416). A su vez, la perdida de la CR en 

el caso de la PrxQ de E. coli implicó la formación de un puente disulfuro entre 

dos CP de 2 proteínas 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 hidroperóxidos, incluyendo H2O2 e hidroperóxidos orgánicos 

artificiales con similar eficiencia catalítica (418-420). Aunque para algunas 

PrxQs se ha postulado la preferencia por AG-OOH (411, 421, 422) en la 

mayoría de los casos no se determinó la cinética de esta reacción. La actividad 

peroxinitrito reductasa de esta subfamilia fue reportada por primera vez para la 

PrxQ de Xylella fastidiosa (418), una bacteria patógena en plantas. 

Alterativamente a la función peroxidasa, a algunos miembros de esta subfamilia 

presentes en arqueas termófilas y bacterias se le ha atribuido capacidad de 

unión al ADN (423, 424), funcionando como chaperonas protegiendo al ADN 

del estrés oxidativo y de la degradación térmica (425), aunque esta propiedad 

ha sido poco estudiada en otras Prxs. 

La importancia de biológica 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 hidroperóxidos (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 colonización 

del estómago de ratones que la cepa del tipo salvaje (422). Además, se 
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observó la importancia biológica de la PrxQ de Corynebacterium glutamicum al 

disminuir la supervivencia de la cepa mutante en PrxQ expuesta a diferentes 

agentes, como H2O2, Cu-OOH, metales pesados como CdCl2 y NiSO4, en 

comparación con la cepa del tipo salvaje, efecto que fue revertido al 

complementar la cepa mutante con la PrxQ (428). También, se demostró que la 

expresión de la PrxQ en algunos Actinomicetos está regulada por el factor de 

transcripción del tipo sigma, SigH, que se ha reportado que responde al estrés 

oxidativo (429, 430).                  

En cuanto a Mtb, la falta de información sobre la actividad catalítica 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 catalítico. Una vez caracterizada, se puede tener un panorama 

del posible mecanismo de acción de la MtPrxQ B como sistema antioxidante. 

En cuanto al contexto fisiológico, la MtPrxQ B, fue detectada en un estudio de 

identificación de proteínas asociadas a membrana de la cepa virulenta del Mtb 

H37Rv (255, 431, 432). Además, se reportó 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 crónicas en animales (433, 

434).  

Los resultados obtenidos en este objetivo de Tesis fueron publicados en 

la revista “Free Radical Biology & Medicine” en el año 2016 (397), en el que soy 

primer autor.   

E.II. MATERIALES Y MÉTODOS  

Químicos. La peroxidasa de rábano (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(SO4)2, t-bOOH y Cu-OOH fueron comprados a Sigma–Aldrich. La sal 

tetrasódica de naranja de xilenol fue obtenida de AppliChem. El 15-HpETE 

(pureza ≥98%) y el hidroperóxido de colesterol conjugado a ácido linoleico (Co-

OOH, una mezcla racémica entre el hidroperóxido en posición  9- y 13- del 

ácido octadeca-dienoico, esterificado al colesterol) (pureza ≥98%) fueron 



113 
 

obtenidos de químicos Cayman. El H2O2 fue comprado a Mallinckrodt. El ácido 

borónico 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-

β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) fue comprado a BioWorld. 

Preparación de reactivos. Se preparó una solución stock de CBA en 

dimetil sulfóxido (DMSO) como en (435). Las soluciones de peroxinitrito y el 

H2O2 se prepararon como se describe en el capítulo anterior. La solubilización 

de Co-OOH se realizó por incubación de Co-OOH 120 µM con deoxicolato de 

sodio (20 mM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM) 

pH 7.4 y 25 °C, durante 2 a 3 horas (436). La solubilización completa del Co-

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

Expresión y purificación de proteínas. El gen de la MtPrxQ B (Rv1608c) 

insertado en el plásmido pDEST17 fue obtenido del Dr. Ahmed Haouz (Institut 

Pasteur Paris). Se realizó la transformación de cepas Escherichia coli 

BL21(DE3)pLysS con el plásmido para luego seguir un protocolo de 

purificación de una proteína con una cola de 6 residuos de His por 

cromatografía de afinidad. Se realizaron estudios de secuenciación del gen de 

la MtPrxQ B, en colaboración con la Dra. M. Dolores Piñeyro del Instituto 

Pasteur de Montevideo, obteniendo como resultado que había una sustitución 

en un nucleótido resultando en una mutación puntual de la Ala93 por una Thr. 

Esta sustitución es frecuentes en homólogos 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 más de un 85% de la secuencia aminoacídica con la MtPrxQ B. Las 

bacterias transformadas fueron crecidas en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) 

que contenía ampicilina (100 µM/mL) y cloranfenicol (30 µM/mL) a 37 °C hasta 

que la absorbancia a 600 nm alcanzó un valor ~0.9 AU, para luego ser inducida 

con IPTG (0.8 mM) durante 4 horas a 37 °C. Luego, se centrifugó el cultivo de 

bacterias a 4000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El pellet fue resuspendido en 

amortiguador Tris-clorhídrico (20 mM) más cloruro de sodio (500 mM) pH 7.6, 

adicionándole PMSF, para luego ser sometido a sonicación con el fin de lisar 
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las células. La MtPrxQ B fue purificada del lisado bacteriano por cromatografía 

de afinidad utilizando una columna cargada con Níquel (HiTrap Chelating® GE 

Healthcare) y eluyendo a la proteína retenida con un gradiente de soluciones 

de concentración creciente de imidazol (5-500 mM). Una vez eluída la proteína 

fue tratada inmediatamente con DTT (2 mM) con el objetivo de reducir a la 

enzima, ya que encontramos que está tenía una tendencia a precipitar sin la 

realización de este paso de reducción. El Imidazol y el DTT remante eran 

removidos por cromatografía de exclusión 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 proteína a 280 nm. Una vez purificada la enzima (Figura E2) se le agregó 

glicerol (10%) y se la almacenó a -80 °C.    

 

Figura E2. Gel al 12% de la electroforesis SDS-PAGE de la purificación de la MtPrxQ B 

recombinante. En el carril 1 se muestra la migración proteica del lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS. En el 

carril 2, se muestra el eluído de la columna luego de cargar el lisado. El carril 3 se muestra la MtPrxQ B (el 

PM teórico es 19.470 KDa) eluída de la columna con un gradiente de concentración 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 plásmido pDEST17 

fueron obtenidas de Genscript® y la purificación de estas proteínas fue 

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

salvaje (MtPrxQ B WT) que se describió arriba.      
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Los genes de la MtTrx C (Rv3914) y MtTrx B (Rv1471) insertados por 

separados en plásmidos 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 

Bioquímica, Facultad de Medicina, Universidad de la República, Uruguay). Los 

plásmidos fueron transformado en cepas de E. coli BL21 Star (DE3) y 

purificadas como proteínas recombinantes con cola de 6 His como fue 

descripto en (232). 

Determinación de la concentración de peróxidos. La concentración 

H2O2 y peroxinitrito fue determinada como en el capítulo anterior. La 

concentración de los otros hidroperóxidos usados fue calculada a partir de la 

pureza de las soluciones stock (la cual fue ≥98% en todos los casos) y 

verificadas por cuantificación por método de FOX usando curvas de calibración 

con H2O2. Cabe destacar que el valor del ε determinado por el método de FOX 

tiene una pequeña dependencia en la estructura de cada hidroperóxido en 

particular (437).  

Determinación de la concentración de proteína y tioles. La 

concentración de MtPrxQ B, MtTrx C and MtTrx B se determinó 

espectrofométricamente, usando los ε280, 7,450, 11,000 y 14,105 M−1cm−1, 

respectivamente, calculados de acuerdo a la secuencia aminoacídica de cada 

proteína utilizando el servidor informático ExPASy (280). El contenido de tioles 

reducidos en las proteínas tiol de la proteína se llevó a cabo utilizando DTNB, 

midiendo la absorbancia a 412 nm (ε412= 14,150 M−1cm−1) (281). La 

concentración de HRP se determinó por su absorción en la banda de Soret 

(ε403= 1.02 × 105 M−1cm−1) (438).        

Reducción y oxidación de tioles proteicos. Para la realización de 

algunos experimentos, la MtPrxQ B, fue previamente reducida tras la 

incubación con DTT o TCEP (2 mM) durante 30 minutos a 4 °C, procedimiento 

que también se utilizó para la reducción de la MtTrx C y la MtTrx B. El exceso 

de agente reductor fue removido por cromatografía de exclusión 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 proteína a 280 nm mientras eluye. A su vez, la MtPrxQ B fue 

oxidada ante el tratamiento con una concentración equimolar de H2O2 la 

enzima previamente reducida para la realización de ciertos experimentos.     

Medición de la actividad peroxidasa de la MtPrxQ B. La actividad 

peroxidasa en condiciones catalíticas de la MtPrxQ B WT, C44S y C49S fue 

demostrada usando el cambio de fluorescencia intrínseca 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.  

 

Figura E3. Esquema del ciclo catalítico de la MtPrxQ B utilizando las MtTrx B o MtTrx C como 

agentes reductores. En el inserto se muestra el cambio espectro de emisión de fluorescencia (λexc= 295 

nm, λem= 335 nm) de la MtTrx B (2 µM) en estado reducido (trazo negro) y oxidado (trazo rojo), descripto 

anteriormente en (243, 439).  

El cambio de fluorescencia durante la oxidación de las Trxs fue seguido 

en un fluorímetro Aminco Bowman Series 2 luminescence (λexc= 295 nm, λem= 

335 nm) o un fluorímetro de flujo detenido SX20 Applied Photophysics (λexc= 

295 nm, emisión de fluorescencia total). Cabe destacar que el aporte a la 

fluorescencia total de la MtPrxQ B es mínimo debido a la ausencia de Trps en 
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la secuencia aminoacídica y que se utiliza concentraciones catalíticas de la 

enzima en los ensayos.  

También se evidenció la actividad peroxidasa de la MtPrxQ B al seguir el 

consumo de H2O2 y Co-OOH usando el método de FOX (213, 392). El ensayo 

se realizó en condiciones catalíticas (en presencia de sustrato reductor) y no 

catalítica (en ausencia de “turnover”, es decir sin sustrato reductor). El ensayo 

en condiciones catalíticas consistió en incubar DTT (2 mM) con MtTrx C (10 

µM) y MtPrxQ B (2 μM) adicionándole H2O2 (50 μM) o Co-OOH (50 µM) 

solubilizado en amortiguador fosfato de sodio (50 mM) más deoxicolato de 

sodio (20 mM) (437), pH 7.4 y 25 °C. Se tomaron alícuotas (100 μL) cada 30 

segundos y se las mezcló con el reactivo de FOX (900 µL) dejando la mezcla 

durante 30 minutos a temperatura ambiente y midiendo absorbancia a 560 nm. 

El consumo de H2O2 en condiciones no catalíticas se realizó mezclando la 

enzima reducida (20 µM) con H2O2 (50 µM) y determinando la concentración de 

H2O2 remanente a cierto tiempo de reacción. El ε560 para el H2O2 se determinó 

mediante una curva de calibración (Figura E4) utilizando concentraciones 

conocidas de H2O2 dando un valor de 59,620 M−1cm−1 que es cercano al 

previamente reportado en (213).  

 

Figura E4. Cuantificación de H2O2 por método de FOX. Se representa la curva de calibración donde se 

representa la absorbancia del complejo que forma el naranja de xilenol con el Fe
3+

 en función de 

concentraciones conocida de H2O2 preparadas de un stock previamente cuantificado. De la pendiente del 

grafico se obtiene el ε560 para el H2O2.   
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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 evaluó mediante 

ensayos cinéticos de estado estacionario, así como estudiando únicamente el 

paso de la oxidación por diferentes hidroperóxidos. 

Los experimentos de la reactividad de MtPrxQ B en condiciones de 

estado estacionario se llevó a cabo variando la concentración de diferentes  

hidroperóxidos (H2O2 o 15-HpETE) u la concentración de MtTrx C, siguiendo la 

disminución de la fluorescencia intrínseca de la MtTrx C (λexc= 295 nm, emisión 

de fluorescencia total) en el espectrofotómetro/fluorímetro de flujo detenido con 

detector de fluorescencia durante su oxidación. El uso de este aparato permite 

realizar una medida real de la velocidad inicial de la reacción antes de que 

pudiera ocurrir una disminución de la actividad enzimática por inactivación 

oxidativa. Se mezcla en una jeringa MtPrxQ B (0.5 µM) y cierta concentración 

de MtTrx C reducida mientras que la otra jeringa se carga con diferentes 

concentraciones de hidroperóxido. Las velocidades iniciales del cambio de 

fluorescencia para cada concentración de MtTrx C fueron convertidas a 

velocidades de consumo de hidroperóxido (μM de hidroperóxido reducido por 

segundo por μM MtPrxQ B) usando la Ec. 1 como se describió previamente en 

(420, 440),  

Vo (µM ROOH .  s−1. µM−1 𝑀𝑡PrxQ B) = Vo´ (V. s−1) . [𝑀𝑡Trx C] (µM)

ΔF (V) .  [𝑀𝑡PrxQ B](µM)
 Ec. 1  

definiendo a la [MtTrx C] y la [MtPrxQ B] como las concentraciones de las 

proteínas utilizadas en el ensayo, ΔF es el cambio de la señal fluorescencia (en 

voltaje, V) en la presencia de un exceso de hidroperóxido en comparación a la  

[MtTrx C] que se está utilizando. La velocidad inicial (Vo´) del cambio de 

fluorescencia es determinada del ajuste lineal de los datos experimentales en 

los primeros 2 segundos de reacción. Por su naturaleza hidrofóbica, en el caso 

el 15-HpETE, se utilizaron concentraciones por debajo de la concentración 

micelar crítica reportada para el ácido araquidónico (296). 

Se realizó un análisis cinético de estado estacionario desarrollado por 

Dalziel en 1957 para mecanismos de reacción del tipo ping-pong para enzimas 

bisustráticas (441). Los datos velocidad inicial (Vo) se ajustaron a la Ec. 2 de 

Dalziel,  
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[𝑀𝑡PrxQ B]

Vo
 = ϕo+ 

ϕ1

[ROOH]
 + 

ϕ2

[𝑀𝑡Trx C]
 + 

ϕ1,2

[ROOH].[𝑀𝑡Trx C]
      Ec. 2 

En el gráfico primario del análisis de Dalziel se muestra  
[𝑀𝑡PrxQ B]

Vo
 en función de 

la [ROOH] a cierta [MtTrx C]. A partir de este gráfico se obtienen los 

“coeficientes empíricos ϕ” de los cuales dependiendo del mecanismo nos 

pueden dar datos de la cinética de la enzima. Como ya se mencionó, las Prxs 

tienen un mecanismo bisustrático del tipo ping-pong (169), o sea que no se 

forma ningún complejo ternario por lo que se asume que ϕ1,2 es 0, entonces, el 

gráfico primario muestra una relación lineal entre 
[𝑀𝑡PrxQ B]

Vo
 y [ROOH] a cada 

[MtTrx C] que tienen igual pendiente, que corresponde al término ϕ1 y el 

intercepto con el eje Y corresponde a  ϕo +  
ϕ2

[𝑀𝑡Trx C]
 . El término ϕo es el 

recíproco al valor de la constante catalítica, kcat y los términos de ϕ1 y ϕ2 son 

los recíprocos a los valores de la eficiencia catalítica para el sustrato oxidante 

(k1) y el sustrato reductor, respectivamente (204, 441). Del gráfico primario 

obtenemos el término ϕ1, que en términos de constantes de velocidad 

microscópicas se define como 
(𝑘−1 + 𝑘2) 

(𝑘1 .  𝑘2)
, describiendo cada una de estas 

constantes microscópicas los siguientes pasos de reacción, 

 

El término ϕ1 se aproxima al reciproco de k1 cuando el valor de  k-1, que 

representa la disociación del complejo enzima sustrato nuevamente a enzima 

reducida e hidroperóxido, es despreciable comparado a k2. Siendo este, el caso 

de las Prxs (204). 

Las determinaciones cinéticas de la oxidación de MtPrxQ B con 

peroxinitrito se realizaron siguiendo directamente la reacción o por ensayos 

donde se analiza la competencia entre dos reacciones, siendo una de ellas ya 

cinéticamente caracterizada previamente.  

Ensayo directo. Se siguió la descomposición del peroxinitrito en un 

espectrofotómetro de flujo detenido siguiendo su absorbancia a 310 nm (ε310= 
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1600 M-1cm-1) en presencia o ausencia de MtPrxQ B (16 µM). La medida de la 

absorbancia a 310 nm se realiza a modo de evitar interferencia en la señal de 

absorbancia por parte de la proteína a 302 nm. La constante de velocidad de la 

reacción fue estimada de las velocidades iniciales del decaimiento del 

peroxinitrito de las diferentes condiciones como se describió previamente en 

(393).    

Ensayos de competencia. Se determinó la constante de velocidad para la 

reacción 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,   

 

Brevemente, se siguió la aparición de HRP-compuesto 1 (HRP-1) 

generado como producto de la oxidación de la HRP (2 µM) por peroxinitrito (1 

µM) en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B 

(1.0, 1.5, 2.5, 5.0 μM) en un espectrofotómetro de flujo detenido. La formación 

de HRP-1 se midió a 398 nm (ε398= 4.2 × 104 M-1cm-1) que es el punto 

isosbéstico entre HRP-1 y el HRP-compuesto 2 (207, 393). Determinamos un 

valor de 3 × 106 M-1s-1 para la constante de velocidad de la oxidación de la 

HRP a HRP-1 por peroxinitrito en nuestras condiciones experimentales, que 

está 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 oxidación de MtPrxQ B por 

peroxinitrito fue calculada utilizando la Ec. 3 (443), 

𝑘HRP

𝑘𝑀𝑡PrxQ B
=

ln( 
[HRP]o

[HRP]o .[HRP−1]∞
 )

ln( 
[𝑀𝑡PrxQ Bred]o

[𝑀𝑡PrxQ Bred]
o

 .  [𝑀𝑡PrxQ Box]∞
 )

    Ec. 3 
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donde kHRP es la constante de velocidad de oxidación de HRP, kMtPrxQ B es la 

constante de velocidad de oxidación de la MtPrxQ B, [HRP]o y [HRP-1]∞ son la 

concentración inicial de HRP y concentración la final de HRP-1, 

respectivamente. [MtPrxQ Bred]o  y [MtPrxQ Box]∞ son la concentración inicial de 

MtPrxQ B en cada condición del ensayo y la concentración final de MtPrxQ Box, 

respectivamente. Esta última concentración se calcula a partir de la diferencia 

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

En el segundo ensayo de competencia, se siguió la aparición de 7-OH-

cumarina, el producto de la reacción entre el CBA (1 µM) y el peroxinitrito (0.2 

µM), por fluorescencia de (λex= 332 nm, emisión 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, 

 

Este experimento de realizó en un fluorímetro de flujo detenido y dado 

que 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 función exponencial simple obteniéndose las kobs y se determinó la kMtPrxQ 

B de la pendiente del gráfico de kobs en función de la concentración de MtPrxQ 

B usada.  

Determinación de la cinética de reducción de la MtPrxQ B por la 

MtTrx C y MtTrx B. Para determinar la constante de reducción de la MtPrxQ B 

por la MtTrx C o B, se mezcló MtTrx C (0.8 µM) o MtTrx B (0.4 µM) con 

concentraciones crecientes y en exceso de MtPrxQ B oxidada en el fluorímetro 

de flujo detenido. Los registros de fluorescencia se ajustaron a un decaimiento 

exponencial simple obteniéndose las kobs. La constante de velocidad de la 

reducción MtPrxQ B se obtiene de la pendiente del grafico de las kobs en 

función de la concentración MtPrxQ B oxidada utilizada (243). 
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Comportamiento hidrodinámico de la MtPrxQ B. El PM de la MtPrxQ 

B reducida u oxidada en solución fue determinado por dispersión de luz 

multiangular (MALS, multiangle ligth scattering). La enzima reducida  contenía 

TCEP (2 mM) y la enzima oxidada (como se describe arriba) en una 

concentración de 1 mg/mL se prepararon en amortiguador Tris–clorhídrico (50 

mM) más cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4. Las muestras fueron centrifugadas 

a 16,000 rpm a 4 °C antes de la inyección en un sistema de cromatografía de 

exclusión molecular (Size-exclusion chromatography, SEC-FPLC) que utiliza 

una columna Superose 12 (GE Healthcare) acoplada a detectores de radiación 

UV y MALS (Wyatt Technology). La columna fue equilibrada con amortiguador 

Tris-clorhídrico (50 mM) más 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 

inyección fue 100 µL. El análisis de los datos experimentales fue realizado 

usando el software Astra 6.0 (Wyatt Technology). Estos experimentos se 

realizaron en el Instituto de Química y Fisicoquímica Biológicas “Prof. Alejandro 

C. Paladini” (IQUIFIB), Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de 

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

Espectroscopia de dicroísmo circular de la MtPrxQ B. La elipticidad 

de la MtPrxQ B reducida u oxidada fue evaluada usando una 

espectropolarímetro (Jasco Corporation, Japón) equipado con un dispositivo 

para controlar la temperatura. Se prepararon muestras en amortiguador Tris-

clorhídrico (50 mM) más cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4 y 25 °C. La 

concentración final de proteína de las muestras fue 10 y 50 µM 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 óptico 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 ([θ]) a partir de siguiente Ec. 4,                   

[θ](deg  dmol−1𝑐𝑚−2) =  
θ

[𝑀𝑡PrxQ B] (M).l.p.10
      Ec. 4 

definiendo θ como la elipticidad, [MtPrxQ B] como la concentración de MtPrxQ 

B utilizada en el ensayo, l como el paso óptico de la celda en cm y p como el 
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número de enlaces peptídicos de la muestra. Estos experimentos también 

fueron realizados en colaboración con los Dres. Javier Santos y Diego S. 

Vazquez. 

Simulaciones de Dinámica Molecular clásica de la MtPrxQ B. Se 

llevaron a cabo simulaciones de DM de la MtPrxQ B reducida y oxidada. Si bien 

inicialmente se proponía que durante la realización de esta Tesis se 

determinaría la estructura cristalográfica de esta Prx, la misma fue resuelta por 

otro grupo de investigación (PDBID= 5EPF). Entonces, utilizamos dicha 

estructura cristalográfica 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 homología 

de secuencia con otras Prxs de la misma subfamilia, y verificado 

posteriormente en esta Tesis), como tiolato. Para la MtPrxQ B oxidada se tomó 

la totalidad de la estructura cristalográfica reportada de la enzima reducida pero 

se realizó un modelo por homología de la hélice-α2 (residuos 39 hasta el 64) 

tomando como molde la estructura de la hélice-α2 de la PrxQ de Aeropyrum 

pernix en estado oxidado (PDBID= 2CX3) que, en el momento en que se 

realizaron estos estudios, era una de las estructuras en estado oxidado de las 

PrxQs con mayor homología a la MtPrxQ B (37% de identidad, Figura E7). Se 

eligió este segmento de la secuencia de la proteína para realizar el modelo por 

homología debido a que es la región donde ocurren los cambios más 

significativos durante la oxidación (412). Se utilizó el software de online de 

Swiss-Model (445) para realizar el modelo por homología la región. Las 

estructuras de la MtPrxQ B reducida y oxidada fueron consideradas como 

monómeros, como indicaron los experimentos de MALS. Se siguió el mismo 

protocolo de DM para cada uno de los sistemas. Brevemente, se aplicó una 

caja octaédrica de moléculas de agua TIP3P (283) de 12 Å al sistema 

emulando la solvatación de la molécula. Todos los parámetros de los residuos 

de la proteína corresponden al campo de fuerza Amber parm99 (284). Todas 

las simulaciones se realizaron en condiciones periódicas de frontera con un 

valor de corte de 10 Å y el método de sumas de Ewald (PME) para el 

tratamiento de las interacciones electrostáticas. Las longitudes de enlace de 

hidrógeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio utilizando el algoritmo 

SHAKE, mientras que la temperatura y la presión se mantuvieron constantes 
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con un termostato y baróstato 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 presión 

constante, con el termostato de Berendsen, y la presión se equilibró a 1 bar por 

5 picosegundos. Después de estos dos pasos, se realizó una simulación 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 

dinámicas y las representaciones de las moléculas fueron realizado con VMD 

1.9.1 (291). Estos experimentos fueron realizados en colaboración con los 

Dres. Ari Zeida y Darío Estrin del Departamento de Química Inorgánica, 

Analítica y Química-Física and INQUIMAE-CONICET en Facultad de Ciencias 

Exactas, Universidad de Buenos Aires.  

E.III. RESULTADOS 

Actividad peroxidasa de la MtPrxQ B dependiente de Trxs. Como se 

muestra en la Figura E5A, la intensidad de fluorescencia intrínseca de la MtTrx 

B reducida (10 µM) no fue afectada en forma significativa luego del agregado 

de H2O2 (30 µM) 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−1s−1 at pH 7.4−7.6 y 37 °C, (446)). Ante el 

agregado de MtPrxQ B (1 µM), se observó una rápida disminución de la 

intensidad de la fluorescencia intrínseca de la MtTrx B, indicando que la  

MtPrxQ B es capaz de catalizar la oxidación de la MtTrx B dependiente de 

H2O2. Además, se evaluó el consumo de H2O2 (50 µM) por MtTrx B (10 µM) y 

DTT (2 mM) mediante el método de FOX (213), observándose un consumo 

lento de H2O2 (~5 µM en el primer minuto) mientras que el agregado de MtPrxQ 

B (2 µM) a la mezcla mostró un aumento de consumo de H2O2 (30 µM en el 

primer minuto) (Figura E5B). Bajo condiciones de consumo no catalítico, 

utilizando MtPrxQ B reducida (20 µM) se vio un consumo rápido (< a 1 min) y 

estequiométrico de H2O2 (Figura E5C).       
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Figura E5. Actividad catalítica de la MtPrxQ B. (A) Se representa el curso temporal de la intensidad de 

fluorescencia intrínseca total de la MtTrx B reducida (10 μM) sola (primera flecha), después del agregado 

de H2O2 (30 μM, segunda flecha) y la adición de MtPrxQ B (1 μM, tercera flecha)  en amortiguador fosfato 

de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. La fluorescencia se registró en un fluorímetro 

Aminco Bowman Series 2 luminescence. (B) Se representa el curso temporal del consumo de H2O2 (50 

μM) por MtTrx B (10 μM) más DTT (2 mM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM), pH 7,4 y 25 °C, en 

presencia (rojo, cuadrado) y ausencia (negro, círculos) de MtPrxQ B (2 μM). Consumo de H2O2 por la 

MtPrxQ B en condiciones no catalíticas. (C) Se representa el curso temporal de consumo de H2O2 (50 

μM) en presencia de MtPrxQ B reducida (20 μM) en amortiguador fosfato de sodio (50 mM), pH 7,4 y 25 

°C. El % de H2O2 inicial se midió por el método de FOX.     

Alternativamente, la MtPrxQ B (0.2 μM) también catalizó la oxidación de 

la MtTrx C (10 μM) dependiente de H2O2 (10 μM), evidenciado por la 

disminución de fluorescencia intrínseca 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 evaluación 

primaria de la especificidad por sustrato oxidante de la MtPrxQ B. Por ejemplo, 

la adición de MtPrxQ B no causó una disminución en la fluorescencia de MtTrx 

C en presencia de Co-OOH (10 μM) solubilizado (Figura E6A). Se realizaron 

controles para descartar que la adición de deoxicolato de sodio al amortiguador 
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como forma de solubilizar el Co-OOH inactivara a la MtPrxQ B utilizando H2O2 

como sustrato oxidante. Concomitantemente, el agregado de MtPrxQ B a una 

mezcla de Co-OOH (50 µM) solubilizado, MtTrx C (10 μM) y DTT (2 mM) en 

amortiguador fosfato de sodio (50 mM) más deoxicolato de sodio (10 mM), no 

aumentó 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 μM) catalizó la oxidación de la MtTrx C (10 μM) por hidroperóxidos 

orgánicos artificiales, t-bOOH (10 µM) y el Cu-OOH (10 µM) (Figura E6C) 

observándose que la velocidad fue un 50% y 130% en comparación con el 

H2O2 (10 µM), respectivamente.   

 

Figura E6. Estudio de la especificidad por sustrato oxidante de la MtPrxQ B. (A) Curso temporal del 

cambio de fluorescencia intrínseco de MtTrx C (10 μM) en presencia de MtPrxQ B (1 μM) y H2O2 (10 μM) 

(trazo negro); o H2O2 (10 μM) más deoxicolato de sodio (10 mM) (trazo rojo); o con Co-OOH (10 µM) 

solubilizado en deoxicolato de sodio (concentración final 2 mM) (trazo azul). La fluorescencia se registró 

en un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 295 nm, emisión de fluorescencia total). (B) Curso temporal del 

consumo de Co-OOH (50 µM) solubilizado en deoxicolato de sodio (10 mM) por MtTrx C (10 μM) 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, círculos) de MtPrxQ B (2 μM). El deoxicolato de sodio no interfiere con actividad peroxidasa de 

MtPrxQ B con H2O2 (50 μM), ni con la cuantificación de ROOH por el método de FOX (azul, triángulos y 

verde, triángulo invertido). (C) Curso temporal del cambio de fluorescencia intrínseco de MtTrx C (10 μM) 

en presencia de MtPrxQ B (1 μM) y H2O2 (10 μM) (línea negra) o t-BOOH (10 μM) (línea roja) o Cu-OOH 

(10 µM) (línea verde). La fluorescencia se registró en un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 295 nm, 

emisión de fluorescencia total). Las líneas 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 H2O2.   

Para determinar si MtPrxQ B actúa como una Prx de 1-cisteína o 2-

cisteínas, se evaluó la actividad peroxidasa de las formas mutantes en cada 

uno de los únicos dos residuos de Cys de la MtPrxQ B. Estos dos residuos 

están separados por cuatro residuos en la hélice-α2 y un análisis por la 

homología de secuencia indicó que Cys44 y Cys49 corresponderían a la CP y 

CR, respectivamente (Figura E7).  

        PDBID                             
MtPrxQ B (5EPF) ----MKTGDTVADFELPDQTGTPRRLSVLLS-DGPVVLFFYPAAMTPGCTKEACHFRDLA 
EcBcp    (n.s)  -MNPLKAGDIAPKFSLPDQDGEQVNLTDFQG-QR-VLVYFYPKAMTPGCTVQACGLRDNM 
SsBcp1   (3RDN) ---MVKVGDKAPLFEGIADNGEKISLSDYIG-KHNIVLYFYPKDDTPGCTREACAFRDNW 
 
ApPrxQ   (2CX4) MKGLVELGEKAPDFTLPNQDFEPVNLYEVLKRGRPAVLIFFPAAFSPVCTKELCTFRDKM 
StPrxQ   (2YWN) -GHMVEIGELAPDFELPDTELKKVKLS-ALK-GKVVVLAFYPAAFTQVCTKEMCTFRDSM 
SsBcp4   (3HJP) ---MVEIGEKAPEIELVDTDLKKVKIPSDFK-GKVVVLAFYPAAFTSVCTKEMCTFRDSM 
 
                                                       
MtPrxQ B        KEFAEVRASRVGISTDPVRKQAKFAEVRRFDYPLLSDAQGTVAAQFGVKRG---LLGKLM 
EcBcp           DELKKAGVDVLGISTDKPEKLSRFAEKELLNFTLLSDEDHQVCEQFGVWGEKSFMGKTYD 
SsBcp1          DLLKDYDVVVIGVSSDDINSHKRFKEKYKLPFILVSDPDKKIRELYGAKG--------FI                                                                     
 
ApPrxQ          AQLEKANAEVLAISVDSPWCLKKFKDENRLAFNLLSDYNREVIKLYNVYHEDL-KG-LKM 
StPrxQ          AKFNQVNAVVLGISVDPPFSNKAFKEHNKLNFTILSDYNREVVKKYNVAWEFP-ALPGYV 
SsBcp4          AKFNEVNAVVIGISVDPPFSNKAFKEQNKINFTIVSDFNREAVKAYGVAGELP-ILKGYV 
 
 
MtPrxQ B        PVKRTTFVIDTDRKVLDVISSEFSMDA-HADKALATLRAIRSG--- 
EcBcp           GIHRISFLIDADGKIEHVFD-DFKTSN-HHDVVLNWLKEHA----- 
SsBcp1          LPARITFVIDKKGIIRHIYNSQMNPAN-HVNEALKALKQIKEEEIS 
 
ApPrxQ          VAKRAVFIVKPDGTVAYKWVTDNPLNEPDYDEVVREANKIAGELVA 
StPrxQ          LAKRAVFVIDKEGKVRYKWVSDDPTKEPPYDEIEKVVKSLS----- 
SsBcp4          LAKRSVFVIDKNGIVRYKWVSEDPTKEPNYDEIKDVVTKLSLE--- 

 

Figura E7. Alineación de secuencias entre MtPrxQ B y EcBcp, SsBcp1 (PrxQs monoméricas) y 

ApPrxQ, StPrxQ, SsBcp4 (PrxQs diméricas) utilizando el software ExPASY CLUSTALW. Se marcan 

los residuos conservados del Motivo PXXX(T/S)XXCP y la R de la tétrada catalítica en amarillo. La CR se 

resalta en rojo. En celeste, se resaltan los residuos no polares y aromáticos responsables de la mayoría 

de las interacciones de la interface de las PrxQs diméricas y los residuos en posiciones correspondientes 

en la MtPrxQ B y en las PrxQs monoméricas. Las secuencias representadas en el alineamiento 

corresponden a PrxQs monoméricas de E. coli (EcBcp) y Sulfolobus solfactaricus (SsBcp1) 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 μM) y H2O2 (10 μM). En el caso 

de la C44S no sé observó una disminución 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 mostró una 

actividad ~60% menor en comparación con la MtPrxQ B WT, consistente con el 

papel de Cys49 como la CR, cuyo rol es menos crucial en la catálisis, como se 

demostró anteriormente para muchos otras Prxs de 2-cisteínas, incluyendo las 

PrxQs de Escherichia coli y Xanthomonas campestris (243, 414, 417). Así, en 

ausencia de la CR, 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 

que los miembros de la subfamilia PrxQ puede funcionar también como Prxs de 

1-cisteína (447, 448). 

 

Figura E8. Actividad de peroxidasa de las versiones WT, C44S, C49S de la MtPrxQ B. Curso 

temporal del cambio de fluorescencia intrínseca de la MtTrx C reducida (10 μM) en presencia de H2O2 (10 

μM) ante el agregado de MtPrxQ B (0.2 μM) WT (trazo negro), C44S (trazo rojo) o C49S (trazo verde) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. La fluorescencia se registró 

en un fluorímetro Aminco Bowman Series 2 luminescence (λex= 295 nm, λem= 335 nm). 

Determinaciones cinéticas de la oxidación de MtPrxQ B por 

diferentes sustratos.  

Oxidación por H2O2 y 15-HpETE. Habiendo probado la actividad 

peroxidasa de la MtPrxQ B con hidroperóxidos orgánicos artificiales, como t-

bOOH y Cu-OOH, también se evaluó 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 disminución de fluorescencia intrínseca (λexc= 295 nm, 

emisión de fluorescencia total) que ocurre durante la oxidación de la MtTrx C 

(10 μM) por H2O2 o 15-HpETE (10 μM) catalizada por MtPrxQ B (0.5 μM). El 

cambio en la intensidad de la fluorescencia fue mucho más rápido cuando se 

utilizó 15-HpETE como sustrato oxidante en comparación con el H2O2 en la 

misma concentración. Se realizó un análisis de estado estacionario usando la 

ecuación de Dalziel (Ec. 2) para determinar la eficiencia catalítica de la MtPrxQ 

B por H2O2 o 15-HpETE. Las pendientes obtenidas del gráfico de Dalziel por un 

ajuste lineal tienen un valor similar cuando la concentración de MtTrx C 

aumento (Figura E9B y E9C), como se esperaba para una enzima que cumpla 

con un mecanismo bisustrático del tipo ping-pong, como ya se ha descripto 

para las Prxs (169). Del inverso del valor de la pendiente se estimó un valor 

para la constante de velocidad para la oxidación de la MtPrxQ B por H2O2 de 

(6.0 ± 1.0) × 103 M−1s−1 y 15-HpETE de (3.0 ± 0.5) × 106 M−1s−1, a pH 7.4 y 25 

°C.        

 



130 
 

Figura E9. Análisis cinético de estado estacionario de la oxidación de MtPrxQ B por H2O2 y 15-

HpETE. (A) Curso temporal de la intensidad de fluorescencia intrínseca total de la MtTrx C reducida (10 

μM) en presencia de MtPrxQ B (0.5 μM) al mezclarse rápidamente con H2O2 (10 μM) o 15-HpETE (10 μM, 

trazo azul) utilizando un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 295 nm, emisión de fluorescencia total). (B) 

Gráfico de Dalziel derivado de la oxidación de MtPrxQ B por H2O2 utilizando MtTrx C como sustrato 

reductor. Se incubó MtTrx C reducida (2.5 μM, cuadrados; 7.5 μM, triángulos; 10 μM círculos) con 

diferentes concentraciones de H2O2 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 normalizó por la 

concentración de MtPrxQ B utilizada. (C) El mismo análisis que en B) pero usando 15-HpETE como 

sustrato oxidante a diferentes concentraciones de MtTrx C (2.5 μM, cuadrados; 5 μM, triángulos; 10 μM, 

círculos). 

Una vez determinadas las constantes de reacción para H2O2 y 15-

HpETE, realizamos experimentos adicionales para confirmar estos valores para 

por ensayos cinéticos de competencia. La oxidación de la MtPrxQ B por H2O2 

no fue lo suficiente rápida como para competir con la oxidación de HRP a HRP-

1  (k= 2 × 107 M−1s−1, pH 7.4 (449)), incluso cuando se utilizó una concentración 

17 veces mayor de MtPrxQ B (17 μM) que HRP (1 μM) como se muestra en la 

Figura E10A. En el caso de 15-HpETE, utilizamos un ensayo de competencia 

con MtAhpE, que se oxida rápidamente por este sustrato disminuyendo su 

fluorescencia intrínseca (2 × 108 M-1s-1, pH 7.4 y 25 °C (213)). Como se 

muestra en la Figura E10B, se necesita de una concentración 10 veces mayor 

de MtPrxQ B (20 µM) en comparación de la MtAhpE (2 µM) para inhibir en 

forma apreciable el cambio de fluorescencia de la MtAhpE causado por su 

oxidación por 15-HpETE (2 µM), lo que está de acuerdo con el valor de 

constante determinada, que es 60 veces mayor para la MtAhpE que para 

MtPrxQ B. Este ensayo se utilizó para determinar la constante de velocidad de 

la reacción entre diferentes AG-OOH con una peroxidasa de Xylella fastidiosa 

específica para estos sustratos, la Ohr, (293). Estos 2 experimentos confirman 

los valores determinados de constante de velocidad para la reducción de estos 

2 sustratos oxidantes por la MtPrxQ B en los experimentos de cinética de 

estado estacionario.     
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Figura E10. Confirmación de la cinética para la reducción de H2O2 y 15-HpETE por la MtPrxQ B.  (A) 

Curso temporal de la formación de HRP-1 producto de la oxidación de HRP (1 μM) causada por el H2O2 (1 

μM) en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B reducida (17 μM) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registró la absorbancia 

a 398 nm en un espectrofotómetro de flujo detenido. (B) Espectro de emisión de la MtAhpE reducida (2 

µM) 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 sólo (2 µM, trazo rojo) y en presencia de MtPrxQ B reducida (5 µM, trazo 

azul y 20 µM, trazo gris). La fluorescencia se registró en un fluorímetro Aminco Bowman Series 2 

luminescence (λex= 295 nm, λem= 335 nm).   

Debido a la limitación en cuanto a las concentraciones de MtTrx C que 

se podían purificar para utilizar en el ensayo, no fue factible poder realizar 

gráficos secundarios derivados del análisis de Dalziel para obtener 

determinaciones cinéticas del paso de reducción realizando este tipo de ensayo 

de estado estacionario. Por esta razón y demostrando que el mecanismo 

catalítico de la MtPrxQ B es del tipo ping-pong, realizamos las siguientes 

determinaciones cinéticas en condiciones no catalíticas con el fin de analizar el 

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

Oxidación por peroxinitrito. El peroxinitrito sólo decae por homólisis con 

una constante de velocidad de 0.3 s−1 a pH 7.4 y 25 °C (450), como se observa 

en la Figura E11 (línea negra). El decaimiento de peroxinitrito (16 µM) se 

aceleró en presencia de MtPrxQ B reducida (16 μM) (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 está 

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 calculó la constante de velocidad de la 

oxidación de MtPrxQ B por el peroxinitrito de 5 × 105 M−1s−1 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 μMs−1) e incluso durante los primeros 20 

milisegundos de reacción, las concentraciones iniciales de los reactivos habrían 

disminuido más del 10%. Por lo tanto, para explorar mejor la cinética de la 

reacción utilizamos ensayos de competencia.  

 

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 µM, trazo rojo) en 

amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registró la absorbancia 

a 310 nm en un espectrofotómetro de flujo detenido.  

En el primer ensayo de competencia, la MtPrxQ B y HRP compiten por el 

peroxinitrito. La rápida mezcla de HRP (2 μM) y peroxinitrito (1 μM) en ausencia 

de MtPrxQ B causó la formación estequiométrica de HRP-1. En presencia de 

concentraciones crecientes de MtPrxQ B, hubo una disminución en los 

rendimientos de formación de HRP-1 (Figura E12). A partir del análisis cinético   

de los datos (explicados en Materiales y Métodos) se determinó una constante 
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de velocidad de segundo orden de la reducción de peroxinitrito por la MtPrxQ B 

de (1.4 ± 0.3) × 106 M−1s−1 a pH 7.4 y 25 °C.  

 

Figura E12. Ensayo cinético de competencia entre HRP y la MtPrxQ B por el peroxinitrito. (A) Curso 

temporal de la formación de HRP-1 producto de la oxidación de HRP (2 μM) causada por el peroxinitrito (1 

μM) en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de MtPrxQ B reducida (0.0 μM trazo negro, 

1.0 μM trazo rojo, 1.5 μM, 2.5 μM trazo verde, 5.0 μM trazo azul) en amortiguador fosfato de sodio (100 

mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. Se registró la absorbancia a 398 nm en un espectrofotómetro 

de flujo detenido. B. Se representa la concentración de HRP-1 formada frente a la concentración MtPrxQ 

(B) La línea continua representa el rendimiento de formación 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 oxidación de HRP por peroxinitrito como 3 × 10
6
 M

−1
s

−1
 y la constante de 

velocidad de la oxidación de MtPrxQ B calculada a partir de la Ec. 3 (1.4 × 10
6
 M

−1
s

−1
). 

Alternativamente, se realizó un ensayo de competencia entre el CBA y la 

MtPrxQ B por el peroxinitrito. La presencia de concentraciones crecientes de 

MtPrxQ B provoca una disminución de la formación de 7-OH-cumarina y un 

aumento en la kobs del proceso (Figura E13). Del ajuste lineal del gráfico de kobs 

vs la concentración de MtPrxQ B se obtuvo una pendiente correspondiente a la 

constante de velocidad de segundo orden para la oxidación de MtPrxQ B por 

peroxinitrito de (6.6 ± 0.1) × 105 M−1s−1 a pH 7.4 y 25 °C. El intercepto con el 

eje Y del ajuste lineal representa la constante de velocidad observada la 

reacción entre peroxinitrito y CBA (1 μM) en ausencia de MtPrxQ B, del cual se 

obtiene una constante de velocidad de 1.8 × 106 M−1s−1 que es similar aunque 

algo superior al valor reportado previamente de (1.1 ± 0.2) × 106 M−1s−1 a pH 

7.4 y 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 formación de 7-OH-cumarina después de mezclar CBA (1 μM) y peroxinitrito (0.2 μM) en 

ausencia o en presencia de MtPrxQ B reducida (3.6 μM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas 

DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 25 °C. En el recuadro muestra una gráfica de las constantes de velocidad 

observadas de la formación de 7-OH-cumarina en función de la concentración de MtPrxQ B. Se registró la 

fluorescencia en un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 332 nm, emisión total). 

Cinética de la reducción de MtPrxQ B por MtTrx B y MtTrx C. Como 

ya se mencionó en la introducción general, los sustratos reductores de las 

PrxQs de 2-cisteínas son generalmente Trxs, que puede reciclar el enlace 

disulfuro en la forma oxidada de PrxQs a expensas de TR/NADPH (418-420). 

La incubación de MtTrx C reducida y un exceso MtPrxQ B oxidada causó una 

rápida disminución de la intensidad de fluorescencia intrínseca de la MtTrx C. 

Los cursos temporales del cambio de fluorescencia se ajustaron a 

decaimientos exponenciales simples, de las cuales se obtuvieron las kobs a 

diferentes concentraciones de MtPrxQ B (Figura E14A). Del ajuste lineal del 

gráfico kobs vs la concentración de MtPrxQ B se obtuvo una pendiente 

correspondiente a la constante de velocidad de segundo orden para la 

reducción de la MtPrxQ B por MtTrx C de (1.0 ± 0.4) × 106 M−1s−1 a pH 7.4 y 25 

°C.  De la misma forma, determinamos que la MtTrx B redujo MtPrxQ B con 

una constante de velocidad de (5.0 ± 0.1) × 105 M−1s−1 a pH 7.4 y 25 °C (Figura 

E14B). 
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Figura E14. Cinética de la reducción de MtPrxQ B por MtTrx C y MtTrx B. (A) Curso temporal del 

cambio de la intensidad de fluorescencia intrínseca de la MtTrx C reducida (0.8 μM) cuando se mezcla 

con MtPrxQ B oxidado (2.9 μM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 y 

25 °C. El cambio de fluorescencia se registró en un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 295 nm, emisión 

total). La línea discontinua representa el ajuste a una curva exponencial. En el inserto se muestra el 

efecto del aumento de la concentración de MtPrxQ B en las kobs del cambio de fluorescencia. (B) Curso 

temporal del cambio de la intensidad de fluorescencia intrínseca de MtTrx B reducida (0.4 μM) cuando se 

mezcla con MtPrxQ B oxidado (1.5 μM) en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), 

pH 7.4 y 25 °C. El cambio de fluorescencia se registró en un fluorímetro de flujo detenido (λexc= 295 nm, 

emisión de fluorescencia total). En el inserto se muestra el efecto del aumento de la concentración de 

MtPrxQ B en las kobs del cambio de fluorescencia. 

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

Comportamiento hidrodinámico de la MtPrxQ B en estado reducido y oxidado 

en solución. Los miembros de la subfamilia PrxQ se comportan como 

monómeros o dímeros en solución. La estructura reportada de la MtPrxQ B 

reducida (PDBID= 5EPF) indicó que es un monómero 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 solución realizamos experimentos de MALS. La Figura E15 muestra 

los perfiles de elución de la MtPrxQ B reducida (en presencia de TCEP (2 mM)) 

y oxidada. En ambos casos el perfil de elución fue similar y predominantemente 

monomérico para los 2 estados de la enzima, determinándose un PM de 16.8 ± 

0.8 y 17.9 ± 1.6 KDa obtenido para MtPrxQ B reducida y oxidada, 

respectivamente, que está de acuerdo con la masa teórica de 19,470 Da por 

subunidad obtenida del análisis de la secuencia polipeptídica. Además, los 

perfiles de elución bien definidos sugieren la presencia de una población 

homogénea en solución para ambas condiciones, lo que refleja que el estado 
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de redox no altera el estado oligomérico de la proteína como lo reportado para 

otros miembros de la familia de Prxs (199, 279) ni la conformación global de 

MtPrxQ B.  

 

Figura E15. Comportamiento hidrodinámico de la MtPrxQ B reducida y oxidada. Se muestra los 

cromatogramas de MtPrxQ B reducida (en presencia de TCEP 2 mM, línea negra) y oxidada (línea roja) 

(48 µM) en amortiguador Tris-clorhídrico (50 mM) más cloruro de sodio (75 mM), pH 7.4 a 25 °C. La 

determinación del PM de la MtPrxQ B reducida y oxidada se indica mediante círculos negros y cuadrado 

rojo, respectivamente. La línea gris no continua indica peso teórico obtenida por el análisis de la 

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

Cambio en la conformación durante la oxidación de la MtPrxQ B. Con el fin de 

evaluar el cambio conformacional asociado a la oxidación de la MtPrxQ B, se 

realizaron experimentos de dicroísmo circular (DC) observándose los espectros 

en el UV lejano y cercano (Figura E16A y E16B, respectivamente) de la enzima 

en estado reducido y oxidado. Durante la oxidación de la MtPrxQ B, el espectro 

de DC en el UV lejano mostró una pérdida significativa de la señal negativa a 

208 nm y un ligero corrimiento de la banda negativa de 220 nm a 218 nm, que 

es compatible con una ganancia señal de una estructura desplegada (451), 

resultado que concuerda con la forma del espectro diferencial (Figura E16A, 

línea azul discontinua) que resulta de la resta entre los espectros 

correspondientes a los estados reducido y oxidado. Los datos a λ <200 nm 

fueron demasiado ruidosos, lo que excluye el análisis de esa región 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 proteína en 

estado reducido y oxidado.  
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Figura E16. Cambios estructurales durante la oxidación 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, línea negra) y en 

estado oxidado (rojo línea)  en amortiguador Tris-clorhídrico (50 mM) más cloruro de sodio (75 mM), pH 

7.4 a 25 °C. También se muestra la adición posterior a la oxidación de un exceso de TCEP a la enzima 

oxidada (verde línea). Además, se muestra el espectro diferencial entre los estados reducido y oxidado 

(línea de trazo azul en A)) que es compatible con el espectro de una estructura desplegada. Las 

concentraciones de enzima utilizadas fueron 10 μM en A y 50 μM 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-α2 durante la transición FF→LU de PrxQs que presentan la CR en la 

hélice-α2 (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. Comparación del contenido de hélice-α 

(en %) en función del tiempo  para los estados reducido y oxidado, calculados para simulaciones durante 

100 nanosegundos. 

Además, en los espectros de DC en el UV cercano se evidencia cambios 

en el ambiente alrededor de residuos aromáticos por la pérdida de las señales 

a 268, 278 y 285 nm correspondientes a estos residuos (principalmente, Phe y 

Tyr) tras la oxidación (Figura E16B). El agregado de agentes reductores fue 

capaz de revertir estos cambios, como se muestra en la línea verde sólida en 

las Figura E16A y E16B en los espectros de DC en el UV lejano y cercano, 

respectivamente. 

Con el fin de obtener una visión atomística detallada sobre este cambio 

conformacional, se realizaron simulaciones de DM de ambos estados redox de 

la enzima. Una superposición de estructuras representativas de ambos estados 

se presenta en la Figura E18A. El cambio conformacional que acompaña a la 

oxidación de MtPrxQ B mostró la exposición de varios aminoácidos, incluidos 

los residuos de Cys, para establecer una estructura de lengüeta hacia afuera 

del núcleo de la proteína al formarse el disulfuro (Figura E18A). Ciertamente, el 

microambiente que rodea a ambos cisteínas se encontró bastante 

distorsionado. Entre estos cambios, cabe destacar que una serie de residuos 

aromáticos en la proximidad del sitio activo, sufrieron importantes cambios 

rotacionales de las cadenas laterales, lo que llevó a un importante aumento en 

la exposición al  solvente de estos residuos (Figura E18B y E18C). Este efecto 

fue cuantificado al calcular el SASA para los residuos aromáticos 

seleccionados, mostrando un significativo aumento de este valor durante la 
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oxidación 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 más significativos. La 

modificación en el microambiente de los residuos aromáticos durante la 

oxidación, está de acuerdo con los cambios en los espectros de DC en el UV 

cercano que se presentaron anteriormente (Figura E16B). 

 

Figura E18. Análisis del cambio en la estructura de la MtPrxQ B tras la oxidación. (A) Superposición 

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 catalíticos. Se resaltan los residuos aromáticos (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  

estándar corresponden a la sumatoria de SASA de los residuos Phe34, Tyr36, Phe51, Phe79, Phe85 y 

Tyr87. 

E.IV. DISCUSIÓN  

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 caracterización funcional de esta como  

peroxidasa no se había 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, según la comparación entre secuencias con otras PrxQs, la 

MtPrxQ B funciona como una Prx de 2-cisteínas (Figura E8), siendo la Cys44 la 

CP, que es completamente esencial para la actividad, mientras que Cys49 

actúa como CR, y como para muchas otras Prx de 2-cisteínas e incluso la Bcp1 

de Sulfolobus solfataricus, la actividad catalítica disminuyó de manera 

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

La MtPrxQ B fue capaz de catalizar la reducción de diferentes 

hidroperóxidos que incluyen H2O2, 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 reducción de H2O2 fue mucho más lenta (Tabla E1). La enzima 

no fue capaz de catalizar la reducción del Co-OOH (Figura E6A y E6B). La 

reducción de H2O2 por la MtPrxQ B fue igual de rápida o ~10 veces más lento 

que la determinada para otras PrxQs, con la excepción de la PrxQ de Xylella 

fastidiosa que cataliza la rápida reducción de H2O2 y es capaz de competir la 

HRP (418). La MtPrxQ B no fue capaz de inhibir la reducción de H2O2 por HRP 

(Figura E10A), ya que la constante de velocidad determinada para la MtPrxQ B 

por cinética de estado estacionario (Figura E9B) fue ~103 veces más lenta que 

para HRP (6 × 103 vs 2 × 107 M−1s−1 (449)). Respecto al peroxinitrito, MtPrxQ B 

fue capaz de catalizar su reducción de manera tan eficiente como la XfPrxQ 

(418), la única PrxQ cuya reactividad con este oxidante había sido determinado 

hasta el momento de la realización de esta Tesis. Un punto a destacar es que 

aunque varios reportes indicaron que las PrxQ no son especialmente reactivas 

con los hidroperóxidos orgánicos 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 pequeñas moléculas de carácter hidrofóbico, propusieron un 

modelo para las interacciones de un bolsillo hidrofóbico de la enzima con la 

cadena alquílica de hidroperóxidos de 16 (o más) átomos de carbono (414). Al 

igual que MtPrxQ B, la reactividad de la XcPrxQ con Cu-OOH y H2O2 es similar, 
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~3 × 104 M−1s−1, (274). Desafortunadamente, la reacción de XcPrxQ con AG-

OOH no se investigó. En general, la escasez de datos cinéticos impide 

establecer una relación entre las propiedades estructurales de PrxQs (por 

ejemplo, ausencia/presencia y localización de CR) y especificidad de sustrato 

(Tabla E1). La MtPrxQ B cataliza rápidamente la reducción del 15-HpETE, 

como se muestra en la Figura E9, determinándose por cinética de estado 

estacionario una constante de velocidad para esta reacción de (3 ± 0.5) × 106 

M-1s-1. Este valor está 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 kH2O2 

(M
-1

s
-1

) 

kt-bOOH 

(M
-1

s
-1

) 

kCu-OOH 

(M
-1

s
-1

) 

KAG-OOH 

(M
-1

s
-1

) 

kperoxinitrito 

(M
-1

s
-1

) 

Ref. 

MtPrxQ B 6 × 10
3A

 

 

ND
B
 ND

B
 3 × 10

6A
 1.4 × 10

6C
 

6.6 × 10
5D

 

Esta 

Tesis 

EcPrxQ
E
 1.6 × 10

4 
 2.3 × 10

2 
 1.2 × 10

4
  ND ND (420) 

EcPrxQ
F
 2.45 × 10

3
 8.5 × 10

2
 ND 1.2 × 10

4
 ND (411) 

PtPrxQ
G
 8 × 10

3
  2.4 × 10

3
 2.4 × 10

4
 ND ND (419) 

AtPrxQ
H
 >> 1 > < ND (453) 

Anasp PrxQ 

1 and 3
I
 

 

> 

 

1 

 

>> 

 

>>> 

 

ND 

 

(421) 

XfPrxQ 

 

3.4 × 10
4J

 

4.5 × 10
7K 

5.6 × 10
3J

 5.3 × 10
4J

 ND  

1.04 × 10
6K

 

(418) 

RsPrxQ
L
 3.3 × 10

4
 ND 3.3 × 10

4
 ND ND (447) 

HpPrxQ
M

 1 1 ND > ND (422) 

XcPrxQ
N
 3 × 10

4
 ND 3 × 10

4
 ND ND (274) 

CgPrxQ 1.2 × 10
3A

 4 × 10
4A

 3 × 10
4A

 ND 1.3 × 10
6C

 (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 símbolos > 1, > > 1 and > > > 1 indican  un patrón del aumento de reactividades comparadas con t-

bOOH, que se tomó como referencia y se indica como 1. El símbolo < 1 indica menor actividad 

comparada con t-bOOH. 

A
 Obtenido del análisis de cinética de estado estacionario a pH 7.4 y 25 °C; 



142 
 

B
 Aunque las constantes de velocidad de la reducción de t-bOOH y Cu-OOH por la MtPrxQ B no fueron 

determinadas, la enzima fue activa con ambos sustratos observándose una velocidad 50 y 130 % 

comparada con la velocidad de H2O2, respectivamente;  

C
 Obtenida por el ensayo de competición con HRP a pH 7.4 and 25 °C;  

D 
Obtenida por el ensayo de competición con CBA a pH 7.4 and 25 °C;  

E 
Valores de

 
kcat/Km, calculados de los valores de Km y kcat aparentes obtenidos a una concentración de 

Trx (10 µM) a pH 7 and 25 °C;  

F 
Valores de

 
kcat/Km, calculados de los valores de Km y kcat aparentes obtenidos a una concentración de 

Trx (0.8 µM) a pH 7 and 25 °C;  

G
 pH 7;  

H
 Alta actividad peroxidasa por el H2O2, seguida de Cu-OOH, t-bOOH  y menos reactiva por FA-OOH. La 

actividad se midió por consumo de hidroperóxidos cuantificados por el método de FOX;  

I
 Alta actividad peroxidasa por el FA-OOH, seguida de Cu-OOH, H2O2 y t-bOOH. La actividad se midió por 

consumo de hidroperóxidos cuantificados por el método de FOX, a pH 7.4 y 37 °C;
  

J
 Valores de kcat/Km a pH 7.4 y 37 °C;  

K
 Obtenida por el ensayo de competición con HRP a pH 7.4 y 37 °C;  

L
 Valores de kcat/Km, calculados de los valores de Km y kcat aparentes obtenidos a una concentración de 

Trx (20 µM) a pH 7.3 y 25 °C; 

M 
Alta actividad peroxidasa por el FA-OOH, comparada con H2O2 y t-bOOH. La actividad se midió al seguir 

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

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

En cuanto al sustrato reductor, los miembros de 2-cisteínas de la 

subfamilia de las PrxQ usualmente son reducidas eficientemente por Trxs, 

siendo las PrxQ/BCPs de Sulfolobus solfataricus la excepción 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 rápidamente, con constantes de 

velocidad del orden de 105–106 M−1s−1 (Figura E14), proporcionando así una 

ruta para el reciclaje eficiente a expensas del sistema TR/NADPH. Posterior a 

la realización de esta Tesis, Su y colaboradores realizaron una caracterización 

funcional de la PrxQ de Corynebacterium glutamicum (CgPrxQ, homóloga a la 

MtPrxQ B ya que comparten un 49% de identidad en la secuencia 

aminoacídica). La CgPrxQ también monomérica, mostró alta reactividad por 

peroxinitrito e hidroperóxidos orgánicos (Tabla E1) como sustratos oxidantes y 
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utilizó el sistema Trx/TR/NADPH (428) como reductor y no utilizó el sistema 

MSH/CgMrx-1 como sustrato reductor alternativo. Inclusive, no se identificó a la 

CgPrxQ como una proteína que forme un disulfuro mixto con MSH luego del 

tratamiento con hipoclorito de sodio a la célula, sino que se encontró formando 

un disulfuro entre la CP y la CR (454). En esta Tesis no se investigó la posible 

reducción de MtPrxQ B por MSH/MtMrx-1, como si lo reportáramos para la 

MtAhpE (142). 

Los experimentos de MALS indicaron que la MtPrxQ B reducida es 

principalmente una proteína monomérica en solución (Figura E15) con un PM 

de ~17 KDa similar a la calculada teóricamente. Este resultado está en acuerdo 

con la estructura cristalográfica de alta resolución (1.35 Å) de la MtPrxQ B 

reducida (PDBID: 5EPF). Los miembros de la subfamilia PrxQ/BCP se pueden 

comportar como proteínas monoméricas o diméricas con interfaces del tipo A. 

Una descripción detallada de las características estructurales de las PrxQs 

diméricas demostraron que el la interfaz del dímero tipo A está estabilizada 

principalmente por interacciones que involucran cerca de 30 residuos 

agrupados en diferentes regiones (412). El área de contacto entre monómeros 

es mayoritariamente no polar y cuenta con varios residuos aromáticos que 

contribuyen en gran medida a la interfaz (Phe45, Trp79, Tyr98, en la ApPrxQ) 

que están bien conservadas entre PrxQs diméricas pero no así 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 aminoácido básico (Arg) en la secuencia 

de la MtPrxQ B, que es en gran parte responsable de la pérdida de 

hidrofobicidad y simetría en la superficie correspondiente de MtPrxQ B en 

comparación 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. Comparación estructural de la MtPrxQ B con una PrxQ dimérica. (A) Superposición de la 

MtPrxQ B monomérica (celeste) y el dímero de la ApPrxQ (naranja). (B) y (C) Representación de la 

superficie de la interface dimérica de ApPrxQ y la superficie correspondiente en MtPrxQ B. Las superficies 

están coloreadas por tipo de residuo (azul, básico; rojo, ácido; verde, polar; blanco, no polar). 

A su vez, nuestros resultados mostraron que la MtPrxQ B oxidada 

también es un monómero (Figura E15). Aunque, la estructura secundaria así 

como la terciaria de MtPrxQ B son influenciadas por el estado redox de la 

proteína (Figura E16). Los datos obtenidos de los experimento de DC son 

compatibles con el despliegue parcial de la hélice-α2 que ocurre durante la 

transición FF→LU, ya descripto en otros miembros de esta subfamilia de Prxs 

(412). Además, la oxidación de MtPrxQ B determinó una importante distorsión 

del microambiente que rodea a ambos Cys reactivas, implicando rotaciones 

conformacionales en la cadena lateral de una serie de residuos aromáticos en 

la proximidad del sitio activo, lo que llevó a un importante aumento de su 

exposición al solvente (Figura E18). 

E.V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En conclusión, la MtPrxQ B muestra una alta eficiencia catalítica hacia la 

reducción de AG-OOH utilizando MtTrx B y C como reductores, siendo también 

capaz de reducir otros hidroperóxidos incluyendo peroxinitrito con menor 

eficiencia. La estructura secundaria y terciaria de la proteína se ven afectadas 

por la oxidación y particularmente varios residuos hidrofóbicos quedan 
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expuestos al solvente en el enzima oxidada. La estructura cuaternaria se 

mantiene invariante ya que permanece como monómero 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 infección 

crónica en modelos animales (434). Una explicación tentadora sería que la 

MtPrxQ B es capaz reducir el Co-OOH. Sin embargo, nuestros datos indicaron 

que la enzima carece de actividad por ese sustrato. Dado que el metabolismo 

del colesterol afecta la composición lipídica de la micobacteria (455, 456), otra 

posibilidad es que MtPrxQ B reduzca los hidroperóxidos derivados de otros 

lípidos preferentemente sintetizados cuando se cultiva a la micobacteria 

suplementada con colesterol. Sería interesante determinar el grado de 

correlación entre las reactividades de esta enzima con hidroperóxidos 

determinadas in vitro, con la susceptibilidad de cepas carentes de MtPrxQ B 

frente a diferentes hidroperóxidos adicionados exógenamente, y en especial 

frente AG-OOH, dada la importante reactividad reportada aquí. Consideramos 

que el conocimiento de los mecanismos de formación, de citotoxicidad y de 

detoxificación de AG-OOH en el contexto de enfermedades infecciosas, es aún 

incompleto, y que aportes en este sentido pueden ser útiles para eventuales 

desarrollos terapéuticos. 
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F.      Estudios de las Modificaciones Nitro-

oxidativas de la HsPrx3  

 

F.I. INTRODUCCIÓN  

La infección macrofágica por la cepa avirulenta Mtb H37Ra promueve la 

muerte de la célula huésped por apoptosis, mientras que dicho proceso no 

ocurre cuando la infección es por la cepa virulenta Mtb H37Rv. Se postula que 

la muerte por apoptosis del macrófago favorece la eliminación de este 

patógeno (457). Además se reportó que el potencial de membrana y la relación 

ATP/ADP de mitocondrias de macrófagos infectados por la cepa patogénica 

aumenta en relación con los infectados por la cepa no patogénica. Como ya se 

mencionó en la introducción general, la expresión de varias proteínas en 

macrófagos infectados también cambia, destacándose que la expresión de 

Prx3 disminuye en forma significativa durante la infección por cepas 

patogénicas a diferencia de la causada por cepas no-patogénicas, por un 

mecanismo que no ha sido aclarado (252). Esta observación es poco intuitiva, 

ya que se ha demostrado que la depleción de Prx3 sensibiliza a células a la 

inducción de apoptosis por staurosporina o TNF-α (458). Por otro lado, 

recientemente se ha demostrado que macrófagos infectados por cepas 

virulentas de Mtb liberan exosomas que inducen estrés oxidativo en 

macrófagos vecinos no infectados (459). La Prx3 se expresa en forma muy 

abundante en mitocondria (~60 µM) y reacciona con constantes del orden de 

107 M-1s-1 con H2O2 (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 proteína que contiene 256 aminoácidos con un extremo N-terminal de 62 

aminoácidos, el cual se escinde para dar lugar a una proteína madura. La CP 

es la Cys47 de la proteína madura, y se encuentra localizado en una región 

altamente conservada, mientras que la CR es la Cys168 localizada en el 
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extremo C-terminal de la proteína (172). La HsPrx3 posee una estructura 

cuaternaria compleja, siendo en su estado reducido un dodecámero formado 

por 12 unidades monoméricas que se muestra en la Figura F1D (461). Estudios 

in vitro mostraron que estas dodecámeros pueden apilarse para formar 

filamentos o entrelazarse entre sí para formar estructuras más complejas (461), 

por lo que se le atribuye a la HsPrx3 una función del tipo chaperona y a su vez, 

este ensamble estructural genera un interés desde el punto de vista 

nanobiotecnológico (462). 

 

Figura F1. Estructura cristalográfica de la HsPrx3 (PDBID= 5JCG). (A) Se representa el sitio activo en 

la conformación FF en donde la CP (en amarillo) está rodeada por los residuos conservados de la tétrada 

catalítica (Thr44, Pro40, Arg123, en violeta). También, se representa la CR (en verde) en el extremo C-

terminal del monómero adyacente (en gris). (B) Se representa el monómero de la HsPrx3 resaltándose las 

ubicaciones de la hélices-α2 y -α6 involucradas en la formación de fibras y la hélice-α7, que es parte del 

extremo C-terminal. (C) Se representan los homodímeros de la HsPrx3 (monómeros de color azul y gris) 

en dos vistas ortogonales. (D) Seis copias del homodímero de HsPrx3 mostradas en C, se organizan 

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

La formación del dímero en la Prx3 se favorece cuando la enzima se 

encuentra en estado oxidado, mientras que la formación de dodecámeros 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 oligomerización que responden a diferentes variables como pH (464), 
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concentración de la proteína, fuerza iónica, modificaciones pos-traduccionales 

como la fosforilación y el estado redox (200). En este objetivo de la Tesis, nos 

propusimos investigar más a fondo el estado oligomérico de la HsPrx3, como 

punto de partida para el estudio de los cambios estructurales que sufre la 

proteína por modificaciones oxidativas.  

La HsPrx3 es una Prx de 2-cisteínas típica, por lo que, luego del paso de 

oxidación se forma un disulfuro intermolecular entre el CP-SOH de un 

monómero y la CR-SH de otro monómero (Figura F2, ciclo catalítico) 

generándose un homodímero covalente orientado “cabeza-cola” (172). Como 

fuera indicado previamente, la formación del disulfuro (paso 2 de la Figura F2), 

involucra un cambio estructural parcial que involucra una transición desde la 

conformación FF a la LU de la enzima. 

 

Figura F2. Ciclo catalítico e inactivación de la HsPrx3. El ciclo catalítico comienza en paso 1 con la 

oxidación de la CP por hidroperóxidos o peroxinitrito. Luego, sigue con el paso 2 que es la resolución, 

entendida como la formación del disulfuro entre la CP-SOH y la CR. Este disulfuro, es reducido por los 

sistemas Trx2/TR/NADPH y Grx2/GSH/GR/NADPH (paso 3). La reacción de inactivación por 

sobreoxidación implica la reacción del CP-SOH con una molécula de hidroperóxido o peroxinitrito dando 

como producto la CP-SO2H. La inactivación es reversible por sulfirredoxina (Srx) mediante una reacción 

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 ditiólico 

(paso 3 en la Figura F2). Ambas reductasas muestran constantes catalíticas de 

reducción de Prx3 similares (465). A diferencia de Trx2, la Grx2 puede catalizar 
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también la formación o reducción de disulfuros mixto con GSH mediante un 

mecanismo monotiólico. El disulfuro formado en el sitio activo de la Trx2 

oxidada es reducido por la TR mitocondrial mediante una reacción dependiente 

de NADPH. Por su parte las Grxs se reducen por GSH, cuya forma oxidada se 

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

La Prx3 junto a Prx1, Prx2 y Prx4 componen el grupo de Prxs de 2-

cisteínas típicas eucariotas susceptibles a inactivación por sobreoxidación en 

presencia de exceso de hidroperóxido. Las Prxs de 2-cisteínas típicas 

bacterianas, son resistentes a sobreoxidación. Un análisis estructural 

comparativo primario reveló que Prxs susceptibles a inactivación presentan 

motivos YF y GGLG cerca del sitio activo (Figura F3, gris) que están ausente 

en mayoría de las procariotas (167, 467). El motivo YF en la hélice C-terminal 

de una subunidad está próximo a la hélice-α2 que contiene el CP de la 

subunidad adyacente, lo que dificulta la formación del disulfuro. Más 

recientemente, se descubrieron otros motivos moleculares adicionales, que 

discriminan distintos niveles de sensibilidad a la sobreoxidación entre las Prx 

susceptibles a inactivación (468). Experimentalmente, la HsPrx3 muestra 

mayor resistencia a sobreoxidarse por H2O2 que las HsPrx1 y HsPrx2 (469), 

como consecuencia de la más rápida formación del enlace disulfuro entre la CP 

oxidada y la CR, lo que fue atribuido a la presencia de residuos únicos 

adyacentes a la CR de Prx3 (Asn232, Thr234, Asp236 y Pro238, Figura F3, 

Fucsia) (312).  

HsPrx3      FTAPAVTQHAPYFKGTAVVNGEFKDLSLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIVAFSDKA   
RrPrx3      FHTPAVTQHAPHFKGTAVVNGEFKELSLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIVAFSDKA   
BtPrx3      --APAVTQHAPYFKGTAVVSGEFKEISLDDFKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSDKA   
HsPrx2      -----IGKPAPDFKATAVVDGAFKEVKLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSNRA   
 
HsPrx3      NEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNIALLSDLTKQISRDYGVLLEGS   
RrPrx3      NEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNITLLSDLTKQISRDYGVLLESA   
BtPrx3      SEFHDVNCEVVAVSVDSHFSHLAWINTPRKNGGLGHMNIALLSDLTKQISRDYGVLLEGP   
HsPrx2      EDFRKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTRRLSEDYGVLKTDE   
 
HsPrx3      GLALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQYVETHGEVCPANWTPDSPT   
RrPrx3      GIALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQFVETHGEVCPANWTPESPT   
BtPrx3      GLALRGLFIIDPNGVIKHLSVNDLPVGRSVEETLRLVKAFQFVEAHGEVSPANWTPESPT   
HsPrx2      GIAYRGLFIIDGKGVLRQITVNDLPVGRSVDEALRLVQAFQYTDEHGEVCPAGWKPGSDT   
 
HsPrx3      IKPSPAASKEYFQKVNQ   
RrPrx3      IKPSPTASKEYFEKVHQ   
BtPrx3      IKPHPTASREYFEKVNQ   
HsPRx2      IKPNVDDSKEYFSKHN-   
 
 
Figura F3. Alineación 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 ExPASY CLUSTALW. En gris 
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se muestran las regiones YF y GGLG conservadas en Prx de 2-cisteínas susceptibles a inactivación, 

como las HsPrx2 y HsPrx3. En fucsia se muestran los residuos de NTDP que estarían involucrados en la 

mayor resistencia a la inactivación por H2O2 de la HsPrx3 en comparación 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 formación del enlace disulfuro protegería a la HsPrx3 de 

la inactivación por sobreoxidación. Adicionalmente, disminuye la probabilidad 

de que la forma oxidada a CP-SOH de la enzima reaccione con compuestos 

con grupos tiol diferentes a CR, ya sea GSH o tioles proteicos. Esta última 

reacción es considerada de importancia en la señalización redox por 

mecanismos de "redox relay", en el que la Prx sería el sensor redox que sensa 

el nivel de oxidantes, siendo otros tioles proteicos menos reactivos con 

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

La forma sobreoxidada e inactiva de las Prxs de 2-cisteínas típicas, 

incluida la Prx3, es reducida por la Srx mediante una reacción lenta 

dependiente de ATP. La Srx se transporta desde el citosol a la mitocondria 

mediante un mecanismo que implica la formación de un complejo disulfuro con 

la proteína 90 de choque térmico, lo cual es promovido por la liberación de 

peróxido desde la mitocondria. Si bien in vitro Prx3 es más resistente a la 

sobreoxidación que Prx1 y Prx2 citosólicas, estudios recientes in vivo indican 

que Prx3 es la única Prx sobreoxidada detectada en diferentes tejidos de ratón 

en condiciones normales (470).  

Como ya mencionamos en la introducción 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 posición 3 del anillo fenólico de la 

Tyr del hidrógeno por un grupo nitro libre), proceso mediado por los radicales 

derivados de la homólisis del peroxinitrito (Figura F4) (56).  
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Figura F4. Principales reacciones implicadas en la formación de 3-nitrotirosina. La nitración de Tyr 

se logra a través de dos pasos principales de reacción. Inicialmente, la Tyr se oxida por varios oxidantes 

de un electrón (derivados principalmente de la homólisis de peroxinitrito) a radical tirosilo (1); entonces el 

radical tirosilo reacciona con nitrógeno dióxido radical, produciendo el producto no radical 3-nitrotirosina 

(2). Agentes reductores como el GSH, el ácido ascórbico (AscH) y el ácido úrico (UAcH) pueden reducir 

los radicales tirosilo de nuevo a tirosina (3), evitando así la nitración de los residuos de tirosina. Esquema 

modificado de (471).  

La nitración de residuos de tirosina se considera una “huella molecular”, 

de oxidantes derivados del •NO, entre ellos el peroxinitrito (472). A su vez, esta 

modificación es un proceso muy selectivo (473, 474). La nitración de un residuo 

de tirosina específico, podría tener un efecto en la función de la proteína (56). 

El efecto de la nitración en Prxs ha sido estudiado en el caso de la Prx2 de 

glóbulo rojo humano, en la que ocurre en la secuencia YF C-terminal 

anteriormente mencionada y facilita la formación del disulfuro entre la CP y la 

CR proporcionando mayor resistencia a la sobreoxidación, 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 formación mitocondrial de peroxinitrito (477), si bien en dicho 

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

Por todo lo anterior, y dado que se ha reportado que modificaciones 

nitro-oxidativas proteicas podrían estar asociadas con incrementos en la 

velocidad de degradación (253, 254), decidimos investigar posibles 

modificaciones nitro-oxidativas de HsPrx3 recombinante y en mitocondrias 

aisladas. 

En nuestro grupo de investigación, durante el transcurso de esta Tesis, 

investigamos la actividad peroxinitrito reductasa de la HsPrx3 recombinante y 

determinamos es altamente eficiente en la reducción de peroxinitrito, el cual 

puede formarse en mitocondria por la reacción controlada por difusión entre 
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O2
•- y el •NO. Los resultados fueron publicados en la revista “Free Radical 

Biology & Medicine” el año 2019 (171) en el que María Inés de Armas y Romina 

Esteves son primeras autoras y yo soy coautor. Mi contribución en este 

proyecto fue la determinación de modificaciones estructurales de la proteína 

durante su oxidación, así como el estudio de modificaciones nitro-oxidativas de 

HsPrx3 recombinante expuesta a peroxinitrito. En este objetivo también 

planteamos la detección de modificaciones nitro-oxidativas de Prx3 en 

mitocondrias aisladas tratadas con H2O2 o peroxinitrito. 

F.II. MATERIALES Y MÉTODOS  

Expresión, Purificación, reducción y cuantificación de la HsPrx3. El 

plásmido 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 plásmido contiene una secuencia de una cola de 6 residuos de 

His en la región N-terminal 6 seguido de un sitio de corte de proteasa del virus 

del grabado del tabaco (TEV, Tobacco Etch Virus) más 3 residuos de Gly 

adicionales (secuencia ENLYFQSGGG, siendo el sitio de corte es entre los 

aminoácidos Q y S). La proteína purificada a partir de este plásmido es la 

HsPrx3 madura, que como ya se mencionó, pierde 62 aminoácidos en la región 

N-terminal por procesamiento post-traduccional (193). Se generaron versiones 

por mutagénesis sitio dirigida de la HsPrx3 en las cuales los residuos de CP o 

CR fueron reemplazados individualmente por Ser (CPS HsPrx3 o CRS HsPrx3, 

respectivamente) en colaboración con Msc. Thiago Alegria del Departamento 

de Genética y Biología Evolutiva, Instituto de Bioceánicas, Universidad de San 

Pablo. La expresión y purificación de la proteínas fue realizada con 

modificaciones menores a como se describió anteriormente (193). La 

concentración de las proteínas se midió a 280 nm, usando un ε de 19,940 

M−1cm−1 calculados de acuerdo a la secuencia aminoacídica utilizando el 

servidor informático ExPASy (280). La HsPrx3 pura migró 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 espectrometría 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 migración 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 migración de HsPrx3 luego del proceso de corte de cola de His por TEV de una purificación 

previa, utilizada como control del corte. El carril 5 muestra la mezcla de proteínas resultante de la 

incubación overnight de HsPrx3 con cola de His y TEV, sin separar. Los carriles 6, 7, 8 muestran la 

elución 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 elución de proteínas retenidas en la 

columna y que efluyen a 500 mM imidazol (TEV, Prx3 remanente sin cortar, péptidos escindidos). 

La reducción de la proteína se realizó inmediatamente antes de su uso 

por incubación con exceso de DTT durante 30 minutos en hielo, que fue 

posteriormente eliminado por gel filtración usando amortiguador fosfato de 

sodio (100 mM) mas DTPA (0.1 mM), pH 7.4 recién desgasificado (previamente 

tratado con 5 μg/mL de catalasa, que luego se eliminó usando filtros de 30 KDa 

para minimizar el contenido adventicio de H2O2, que podría favorecer la 

reoxidación de la enzima (407)). El contenido de tioles reducidos en las 

proteínas se determinó utilizando DTNB, midiendo absorbancia a 412 nm (ε412= 

14,150 M−1cm−1) (281). Por lo general, se midieron 2 o 3 tioles por proteína sin 

agregar o agregando SDS 1% a la muestra, respectivamente, luego del 

tratamiento por DTT.    

Preparación y cuantificación de reactivos. Las soluciones de 

peroxinitrito y el H2O2 se prepararon y cuantificaron como se describe en los 

capítulos anteriores. 

Cambios en la estructura cuaternaria de la HsPrx3 dependiente de 

su estado redox. La HsPrx3 reducida (54 µM) sola o expuesta a una 

concentración equimolar de H2O2 fue analizada por SEC con el fin de realizar 

un control calidad de la proteína 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, 

tamaño (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 difusión se determinó a partir del 

análisis de fluctuaciones dependientes del tiempo medidas de la intensidad de 

dispersión y se utiliza para calcular el radio hidrodinámico (RH) de la proteína a 

través de la ecuación de Stokes-Einstein. El análisis de los datos se realizó con 

el software Dynamics V6.3.40. Estos experimentos fueron realizados en el 

Departamento de Genética y Biología Evolutiva, Instituto de Biociencias, 

Universidad de San Pablo, en colaboración con el Msc. Thiago Alegria y el Dr. 

Luis Eduardo Soares Netto.       

Alternativamente, se evaluó la estructura cuaternaria de la HsPrx3 (50 

µM) en diferentes condiciones redox por SAXS, utilizando 1. una muestra de 

HsPrx3 reducida previamente (HsPrx3red prev, a las que se retiró el exceso de 

DTT por gel filtración), 2. otra muestra de enzima en presencia de DTT, 2 mM, 

(HsPrx3red) y 3. la HsPrx3red prev y oxidada con una concentración equimolar de 

H2O2 (HsPrx3ox). Las muestras se prepararon en amortiguador fosfato de sodio 

(20 mM) más NaCl (150 mM), pH 7.8. Las mediciones SAXS se realizaron 

utilizando el instrumento de SAXS Nanostar (Bruker, Billerica, Massachusetts) 

en colaboración de la Dra. Maximilia Frazao de Souza y del Dr. Cristiano 

Oliveira del Instituto de Física 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 óptica multicapa Fox3D y dos juegos de ranuras sin 

dispersión para la definición 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 dispersión del agua se midió en las 

mismas condiciones de la muestra y se utilizó para normalizar los datos a 

escala absoluta. La temperatura durante la medición 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 duración total de 5 horas. La longitud de onda del haz de 

rayos X monocromático entrante fue λ= 1.54 Ǻ (CuKα) y la distancia de la 

muestra al detector fue de 0.67 m, proporcionando un intervalo q desde 0.009 a 

0.35 Ǻ-1. Los datos de dispersión 2D se recopilaron en un detector Vantec2000 

(Bruker), y se realizó la integración de los datos de utilizando el software Bruker 

SAXS. Posteriormente, se procedió al ajuste de las intensidades de dispersión 

experimentales por el programa GNOM (481),  del cual se obtiene la función de 

distribución de distancias p (r) y nos proporciona el radio de giro (Rg) y la 

intensidad cuando el vector de dispersión (q) es 0, es decir, I(0). Al analizar 

todo el rango de datos, fue posible obtener el PM a partir de la siguiente 

ecuación (482): 

PM =  
I(0)

C (∆ρm)2
NA 

donde Δ𝜌𝑚 es el cambio en la densidad electrónica, 𝑁𝐴 es el número de 

Avogadro y C la concentración en mg/ml. Para las proteínas, una buena 

aproximación de Δ𝜌𝑚 es 2 x 1010 cm/g. 

A partir de la estructura cristalográfica de la Prx3 de Bos taurus (BtPrx3, 

PDBID= 1ZYE) que comparte un 93% de identidad con la de humano como se 

muestra en la Figura F3 (en el momento de la realización de estos 

experimentos no se había resuelto la estructura cristalográfica de la humana 

(PDBID= 5JCG) la cual mostramos en la Figura F1) y mediante la utilización del 

programa CRYSOL (483), podemos simular la intensidad de dispersión 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 (Rg) y el PM. 

Además, utilizamos el programa OLIGOMER (484) con el fin de 

hipotetizar la fracción de estructuras derivadas del PDB, 1ZYE, presentes en la 

solución estudiada. Las estructuras para el análisis de los datos experimentales 

se muestran en la Figura F6 y son las siguientes: (A) el dodecámero, (B) el 

monómero (C), el dímero (D), el tetrámero de la estructura cristalográfica de la 

BtPrx3, (PBDID: 1ZYE). 
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Figura F6. Estructura cristalográfica de la BtPrx3 (PBDID: 1ZYE) representada como A, y las estructuras 

derivadas consideradas para el análisis por el programa OLIGOMER: monómero (B), dímero (C) y 

tetrámero (D).  

Cambio de fluorescencia intrínseca de HsPrx3 durante la oxidación. 

La HsPrx3 reducida se mezcló rápidamente con diferentes concentraciones de  

H2O2 en amortiguador fosfato de sodio (100 mM) más DTPA (0.1 mM), pH 7.8 y 

25 °C. El cambio de fluorescencia se registró en un fluorímetro de flujo detenido 

(λexc= 295 nm, emisión de fluorescencia total).  

Purificación del anticuerpo anti-HsPrx3. Primeramente, a partir del 

suero de un conejo inmunizado dos veces con HsPrx3 recombinante, se realizó 

una precipitación de proteínas con una solución 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 agitación lenta 

siendo sometido a un segundo paso de precipitación 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 

diálisis. La separación del anti-HsPrx3 se realizara utilizando una columna de 

sefarosa activada con cianuro de bromo. Durante la preparación de la columna 

se agrega una solución de HsPrx3 con una concentración entre 3.5 y 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 

fracción del suero enriquecida en los anticuerpos, la que fue sometida a los 2 

pasos de precipitación. La elución del anticuerpo se realizó mediante el uso 
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soluciones ácidas y básicas colectándose fracciones y midiendo a 280 nm. 

Finalmente, se unen las fracciones eluídas que muestran señal a 280 nm y son 

concentradas utilizando un tubo Falcon concentrador con un límite de 10,000 

Da que a su vez permite solubilizar los anticuerpos en un amortiguador PBS pH 

7-8. El stock de la solución del anticuerpo se guarda 4 °C agregando azida de 

sodio 0.02%. 

Detección de oxidación, sobreoxidación de la CP y formación de 3-

nitrotirosina en HsPrx3 recombinante expuesta a peroxinitrito. La HsPrx3 

reducida (19 μM) se trató 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) más DTPA (0.1 mM), pH 7.8 y 25 °C. 

Luego de 2 minutos, se añadió el agente alquilante, N-etilmaleimida (NEM), 20 

mM, a las muestras y se incubó por 30 minutos. Las muestras se corrieron en 

un gel de 15% de electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras 

(agregado de β-mercaptoetanol) o no reductoras, para posteriormente realizar 

un Western Blot mediante una transferencia del gel a una membrana de PVDF 

y inmunodetección usando diferentes anticuerpos, el anti-3-nitrotirosina 

policlonal (1:1000) también generado en nuestro laboratorio, como ya se 

reportó en (485) y el anticuerpo policlonal de conejo anti-Prx-CP-SO2/3H 

comercial (1:1000, abcam, 1b16830).  

Evaluación del estado redox de la Prx3 en mitocondrias aisladas del 

cerebro de rata. Para el ensayo se utilizó una fracción subcelular 

enrriquecidas en mitocondrias (486) de cerebro rata que fueron guardadas a -

80 °C. Dichas muestras tenían una concentración de proteínas de 32 mg/mL y 

las mitocondrias se encontraban acopladas (Figura F7). La concentración de 

proteínas elegida para trabajar fue de 2 mg/mL según (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 trató a las mitocondrias con 

diferentes concentraciones de H2O2 (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mM) durante 10 

minutos. Luego, se le agregó NEM 50 mM y CHAPS 1% durante otros 10 

minutos, para finalmente iniciar la preparación de las muestras para la corrida 

de un gel de 15% de electroforesis SDS-PAGE en condiciones no reductoras. 
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Luego, realizamos un Western-Blot dejando la membrana con el anticuerpo 

anti-HsPrx3 (1:500) (siendo alto el % de homología entre las Prx3 de las 

distintas especies) o anti-succinato deshidrogenasa (SDH, 1:1000, abcam, 

ab14715) a 4 °C. Estos experimentos se realizaron en colaboración con la Dra. 

Valeria Valez y el Dr. Adrián Aicardo, del Departamento de Bioquímica, 

Facultad de Medicina, Universidad de la República.   

 

Figura F7. Acople de la cadena de transporte de electrones con la síntesis de ATP de las 

mitocondrias aisladas. Registros de la velocidad de consumo de O2 evaluado la complejo I (arriba) y 

complejo II (abajo) medido en un respirómetro de alta resolución OROBOROS Oxygraph-2k a 37 °C. En el 

registro superior, la velocidad de consumo de O2 se midieron después de la adición secuencial de 

Glutamato (10 mM) y Malato (2 mM) (Glu./Mal.), ADP (4 mM), rotenona (0.5 μM) (Rot.). En el registro 

inferior, la velocidad de consumo de O2 se midió después de la adición de succinato (10 mM) (Succ.), 

ADP (4 mM), antimicina A (2.5 μM) (Anti. A). La concentración de proteínas de las mitocondrias fue 0.5 

mg/mL en ambos experimentos. El índice de control respiratorio (RCR, respiratory control ratio) que se 

calcula realizando la división entre el consumo de O2 en estado 3 (pendiente luego del agregado de ADP 

en presencia de sustratos) y el consumos de O2 en estado 4 (pendiente luego del agregado de sustrato) 

fue 5 y 2.5 para el complejo I y complejo II, respectivamente, mostrando el acople de la cadena de 

transporte de electrones a la síntesis de ATP. 
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F.III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Análisis los cambios en la estructura cuaternaria de la HsPrx3 

dependiente del estado redox.  

Determinamos la estructura cuaternaria de la HsPrx3 en solución 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 

concentración equimolar de H2O2. Se puede observar que en la condición de la 

HsPrx3red un pico mayoritario que correspondía al dodecámero de la proteína 

(~260 KDa) según 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, 

observándose una población homogénea de partículas con un PM de 260 KDa 

y un RH de 6.4 nm. Cuando observamos la corrida de la HsPrx3ox, observamos 

2 picos mayoritarios, uno correspondiente al dodecámero y otro al dímero (~45 

KDa). Este comportamiento análogo al observado por Cao y colaboradores 

cuando utilizaron alta concentración de Prx oxidada (10 mg/mL, ~400 µM) 

(463). Además, entre los minutos 9 y 10 de corrida se observa un hombro, que 

corresponde una masa de un tetrámero (462), que se observa incluso en 

mutantes de la HsPrx3 que estrictamente tienen una estructura dimérica (480). 

Las mediciones de DLS muestran una población heterogénea y los valores del 

PM  y  RH de la señal mayoritaria son 156 KDa y 5.1 nm, respectivamente.      
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Figura F8. Perfil de SEC y DLS de la HsPrx3 reducida y oxidada. La HsPrx3 reducida (54 µM) sola o 

expuesta a una concentración equimolar de H2O2. La columna utilizada fue BioSep-SEC-s3000, tamaño 

(7.8 x 300 nm) y la fase móvil fue amortiguador fosfato de sodio (20 mM) más NaCl (150 mM), pH 7.8, a 

un flujo 1 mL/min. El patrón de PM corresponde a: A-agregados proteicos, A- tiroglobulina de 670 KDa, B- 

γ-globina de 158 KDa, C- Ovoalbúmina de 44 KDa, D- Mioglobina de 17 KDa. Inserto: mediciones de DLS 

de las muestras de HsPrx3 se muestran histogramas de la intensidad de dispersión (en %) vs radio de la 

partícula (nm). 

Estos resultados fueron realizados en el laboratorio del Dr. Luis Eduardo 

Soares Netto, brindándonos la oportunidad de poder realizar experimentos de 

SAXS en colaboración con el Dr. Cristiano Oliveira, para evaluar el estado 

oligomérico de la HsPrx3 reducida y oxidada. En la Figura F9 se muestra el 

perfil de la intensidad de dispersión 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 función de distribución de distancia p (r) (481). El Rg de las 

partículas que se obtienen de los ajustes fueron los siguientes 55.5 ± 0.3, 57.8 

± 0.2, 41 ± 0.1 Å, para la HsPrx3red prev, HsPrx3red y la HsPrx3ox, 

respectivamente. También se obtuvieron los valores PM promedios de la 

muestras siendo 224 ± 22, 203 ± 20, 69 ± 7 KDa, para la HsPrx3red prev, 

HsPrx3red y la HsPrx3ox, respectivamente. Los parámetros de los datos 

simulados para la estructura dodecamérica de la BtPrx3 fueron Rg = 57.2 Å y 

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

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

Los resultados obtenidos de los ajustes de los datos utilizando el 

programa OLIGOMER (488), muestran la fracción de las estructuras derivadas 

de la cristal de la BtPrx3, que podrían aparecer en solución definidas en 

Materiales y Métodos, siendo los valores siguientes: para la muestra HsPrx3red 

prev se obtuvo una fracción 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 HsPrx3red se obtuvo una fracción 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 HsPrx3ox se obtuvo una fracción 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 análisis se observó que en las 

muestras HsPrx3red prev y HsPrx3red, la enzima se encuentra en su totalidad 

como un dodecámero en solución, mientras que en la muestra HsPrx3ox, se 

encuentra en un 90% como mezcla de dímero y tetrámero (24% vs 65%). El 

alto porcentaje de esta “estructura tetramérica” llama la atención, ya que no se 

observa tal proporción en los experimentos de SEC pero los experimentos de 

SAXS son mucho más prolongados en cuanto a la escala de tiempo.  
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Figura F9. Perfil de SAXS de la HsPrx3 reducida y oxidada (A) Gráfico de intensidad de dispersión en 

función del módulo de vector de dispersión (q) para las muestras, HsPrx3red prev, HsPrx3red y HsPrx3ox. Las 

líneas continuas representan el mejor ajuste de los datos, ya que en la muestra HsPrx3red se observan 

altos valores de intensidad a valores de q pequeños lo que indica la presencia de agregados en la 

muestra. (B) función de distribución de distancia p (r) vs el radio (en Å) de las diferentes muestras.   

Cambios en la intensidad de fluorescencia intrínseca de HsPrx3 

vinculados a su estado redox. Varios integrantes de la familia de Prxs sufren 

cambios en la intensidad de su fluorescencia intrínseca 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 reportó 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 hidroperóxidos (203). Dado que los estudios cinéticos aprovechando los 

cambios de fluorescencia intrínseca durante la oxidación de otros miembros de 

la subfamilia AhpC/Prx1 utilizaron H2O2 como oxidante, decidimos analizar los 

cambios en la fluorescencia de la HsPrx3 cuando se expone a este oxidante. 

Como se esperaba, la HsPrx3 también presentó un cambio de fluorescencia 

bifásica cuando se expuso a H2O2. La primera fase fue muy rápida, que casi no 

se detectó utilizando concentraciones menores de 2 μM de H2O2, incluso a 

bajas temperatura (pH 7.8, 14 °C) (Figura F10). Considerando que la vida 

media de la primera fase de reacción cuando se utiliza 2 μM de la HsPrx3 es 

inferior al tiempo de mezcla del fluorímetro de flujo detenido (<1.1 

milisegundos), podemos afirmar que la constante de velocidad de este proceso 

bimolecular sería ~108 M-1s-1. La constante de velocidad de la oxidación de 
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HsPrx3 por H2O2 ha sido estudiada previamente por cinética de competencia, 

que también indicó una reacción muy rápida (2 × 107 M-1s-1 a pH 7.4 (460)). La 

kobs de la segunda fase del cambio de intensidad de fluorescencia, no dependía 

de concentraciones menores a 50 μM de H2O2. Realizando el ajuste del gráfico 

kobs vs la concentración de H2O2 y observando el corte con el eje Y, obtenemos 

que la constante de velocidad de la segunda fase es 2 s-1. 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).  

 

Figura F10. La oxidación de la HsPrx3 mediado por oxidantes provoca un cambio bifásico en la  

fluorescencia intrínseco de la proteína. (A) La HsPrx3 reducida (0.2 μM) se mezcló rápidamente con 

H2O2 (0.2 μM) a pH 7.8 y 14 °C, se siguió el curso temporal del cambio en la intensidad de fluorescencia 

intrínseca (λex= 295 nm, emisión de fluorescencia total). (B) El gráfico muestra el efecto de la 

concentración de H2O2 en la kobs del ajuste de la segunda fase (a una exponencial simple), utilizando las 

mismas condiciones que en A pero usando diferentes concentraciones de H2O2 en exceso. La fase inicial 

del cambio de fluorescencia no se pudo detectar. En el inserto, se muestra el efecto a concentraciones de 

H2O2 menores a 50 μM. (C) La CRS HsPrx3 reducida (1 μM) se mezcló rápidamente con H2O2 (1 μM) a 
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pH 7.8 y 25 °C, se siguió el curso temporal del cambio en la intensidad fluorescencia intrínseca (λex = 295 

nm, emisión de fluorescencia total). 

Cuando CPS de la HsPrx3 se expuso a H2O2 (1–80 μM), no se detectó 

cambios en su fluorescencia intrínseca, indicando que la oxidación de CP es 

necesaria para que el cambio fluorescencia tenga lugar. Además, mientras que 

una primera fase de disminución de fluorescencia todavía tuvo lugar cuando la 

CRS HsPrx3 fue expuesta a H2O2, la segunda fase de recuperación de 

fluorescencia no se observó (Figura F10C) a menos que el oxidante se 

añadiera en concentraciones de diez veces en exceso con respecto a la 

enzima (171). Estos resultados están de acuerdo a que, tal como fuera 

reportado anteriormente para otras Prxs de 2-cisteinas típicas, la segunda fase 

del cambio de fluorescencia es causada por la formación de disulfuro por la 

reacción de condensación entre la CP-SOH y la CR-SH. Sin embargo, cabe 

señalar que ocurre un cambio más complejo en la conformación después de la 

oxidación de las Prxs de 2-cisteínas típicas. Para el caso de la HsPrx3, el 

cambio en su estructura cuaternaria reportado (463, 480) y que vimos en 

nuestros resultados arriba, también podría afectar la fluorescente intrínseca de 

la proteína. Cabe destacar que la constante de velocidad de la reacción de 

condensación entre el CP-SOH y el CR-SH se reportó como 10 s-1 a pH 7.4 y 20 

°C, por ensayos de competencia (489). 

A concentraciones más altas de H2O2 por encima de 50 μM, la kobs de la 

segunda fase aumentó linealmente con la concentración de H2O2, lo que refleja 

una reacción bimolecular lenta entre la HsPrx3 y el H2O2, que ocurrió con una 

constante de velocidad de 1.1 × 103 M-1s-1 a pH 7.8 y 14 °C (Figura F10B). 

Estos resultados son consistentes con la sobreoxidación de la enzima, que es 

un proceso bimolecular. La constante de velocidad para la sobreoxidación de la 

HsPrx3 por H2O2 fue reportada como 6 × 103 M-1s-1 a pH 7.4 y 20 °C por 

ensayos de competencia (489). Notablemente, la constante de velocidad de 

sobreoxidación de HsPrx3 por H2O2 descrita aquí es similar a las reportadas 

recientemente para HsPrx1 y para HsPrx2 utilizando el cambio de fluorescencia 

de esas Prxs (211).  

Sobreoxidación y nitración de HsPrx3 por peroxinitrito. Por lo visto 

en la sección anterior y lo reportado acerca de la susceptibilidad de la HsPrx3 a 
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la sobreoxidación de la CP-SOH a CP-SO2/3H mediada por H2O2 (210, 312), 

estudiamos la sobreoxidación de esta Prx por peroxinitrito. Observamos que la 

adición de este oxidante en exceso también causó la sobreoxidación de la 

HsPrx3 (Figura F11A). Además, esta adición causo la nitración de la HsPrx3 

(Figura F11B) formándose oligómeros que no reducibles por β-mercaptoetanol, 

probablemente reflejando enlaces covalentes entrecruzados entre subunidades 

que involucran ditirosinas o ditriptofános. La adición de peroxinitrito 

previamente descompuesto no tuvo ningún efecto en ambos casos. El efecto 

de la nitración en Prxs ha sido ampliamente estudiado en el caso de la HsPrx2, 

observándose que la nitración, particularmente en la Tyr193 del dominio YF 

(Figura F3), facilita la formación del disulfuro entre la CP y la CR proporcionando 

mayor resistencia a la sobreoxidación y a su vez aumenta la actividad 

peroxidasa de esta Prx (475, 476), por lo que se propuso que esta modificación 

podría ser un mecanismo de modulación de la actividad de estas enzimas 

involucradas en complejas redes de señalización redox.  

 

Figura F11. Sobreoxidación y nitración de la HsPrx3 mediada por peroxinitrito. La HsPrx3 reducida 

(19 μM en A o 10 μM en B) se dejó sin tratar (carril 1) o se mezcló 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-SO2/3H en condiciones 

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

Evaluación 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 generación endógena en la 

mitocondria. En los resultados que se muestran en la Figura F12, se agregó 

externamente H2O2 a una solución de mitocondrias purificadas a modo de 

poder ajustar diferentes parámetros, como la concentración de mitocondria 

utilizada y la concentración de proteínas 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 H2O2. 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 purificación excepto que se agregue agente alquilante 

desde el inicio de la purificación (487). El 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 observaría el efecto de los mismos 

sobre la proteína.   

Nos encontramos actualmente trabajando en la obtención de 

mitocondrias purificadas que conserven la Prx3 mayoritariamente reducida sin 

el agregado de agentes alquilantes. Para ello nos basamos en que los sistemas 

de reducción 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 concentración de NADPH en estado 

reducido, podremos obtener mitocondrias aisladas en donde la mayoría de 

Prx3 este reducida.        
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Figura F12. Evaluación 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 H2O2 (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mM). Después de una incubación 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 

purificación aun en ausencia de agentes alquilantes. Dado que los sistemas de 

reducción de Prx3 dependen en última instancia del NADPH mitocondrial, el 

que a su vez se mantiene reducido por la nicotinamida nucleótido 

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 optimización de estas condiciones se 

procederá a la exposición de dichas mitocondrias a flujos de peroxinitrito 

exógeno, o generados en forma endógena (491) para finalmente evaluar 

oxidación, sobreoxidación y nitración de la Prx3. Finalmente, sería interesante 

conocer si dichas modificaciones nitro-oxidativas conducen o no a la 

degradación de esta proteína, de forma de intentar dar una explicación 
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molecular al reporte que indica que los niveles de expresión de esta proteína se 

encuentran disminuidos durante la infección 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 

reducción de hidroperóxidos orgánicos en muchas otras bacterias (492, 493). 

Por lo que la función de reducción de AG-OOH debe recaer en las Prxs, 

particularmente en MtPrxQ B y la MtAhpE, que como se demostró en el primer 

y tercer objetivo específico de la Tesis, reducen los AG-OOH de manera muy 

eficiente (~106 y ~108 M-1s-1, respectivamente). Contrariamente, la MtAhpC 

mostró una actividad catalítica más baja con AG-OOH que con H2O2, y la 

MtTpx no fue activa en lo absoluto utilizando AG-OOH como sustrato (232), por 

lo que estas enzimas estarían principalmente involucradas en la detoxificación 

de H2O2 y peroxinitrito. Se carece de datos al respecto de la funcionalidad de la 

PrxQ A de este patógeno. 

 Así, el Mtb expresa una batería de enzimas antioxidantes cuya 

especificidad por sustrato oxidante se solapa parcialmente cubriendo una 

variedad diferencial de oxidantes por dos electrones con efecto citotóxico (ver 

Tabla G1). Asimismo, los sistemas de reducción 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 último.   

Tabla G1. Reactividad de las Prxs del Mtb.  

 

MtPrx Subfamilia de 

Prx  

Principal sustrato oxidante 

propuesto 

Sustrato 

reductor 

Referencia  

AhpC 
(Rv2428) 

AhpC/Prx1, 
 

H2O2 (k = 3.7 x 10
7 

M
-1

s
-1

)
A
 

peroxinitrito (k = 1.6 x10
6 

M
-1

s
-1

) 
MtAhpD, 
MtTrx C 

 

(205, 494), (232, 
234) 

Tpx  
(Rv1932) 

Tpx, 
 

peroxinitrito (k = 1.33 x 10
7 

M
-1

s
-1

) MtTrx B, 
MtTrx C 

 

(243) 

AhpE 
(Rv2238c) 

AhpE, 
 

peroxinitrito (k = 1.9 x 10
7 

M
-1

s
-1

) 
AG-OOH (k ~ 10

8 
M

-1
s

-1
) 

MtMrx 1 ± 
MSH

B
, H2S 

 

(213, 247), (142, 
221) 

PrxQ B 
(Rv1608c) 

PrxQ/BCP 
 

AG-OOH (k15-HpETE = 3 x10
6 

M
-1

s
-1

) 
peroxinitrito (k = 1 x 10

6 
M

-1
s

-1
) 

MtTrx B, 
MtTrx C 

 

(397) 

PrxQ 
(Rv2125) 

PrxQ/BCP 
 

ND ND - 
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A
 Valor determinado para la AhpC de Salmonella typhimurium. MtAhpC redujo el H2O2 más rápido que el 

t-bOOH, el cumeno-OOH y los hidroperóxidos derivados del ácido linoleico pero no se reportó el valor   

constante de la velocidad para la reacción (232). Las constantes de velocidad aparentes con el 

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

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

pero no se determinó la importancia de esta reacción en catálisis. 

Mediante el uso de una combinación de técnicas experimentales y 

computacionales determinamos las bases moleculares de la especificidad por 

sustrato oxidante de MtAhpE. Creemos que estudios similares podrían 

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 

comprensión de las reacciones de persulfuración proteica en general, ya que 

utilizamos a la MtAhpE como proteína modelo para estudiar reacciones de 

formación y reactividad de persulfuros proteicos. Nuestros resultados sugieren 

la posibilidad de que las Prxs actúen como intermediarios en reacciones de 

persulfuración proteica, posibilidad que merecerá estudios en mayor 

profundidad. 

Finalmente, si bien nuestros estudios en Prx3 mitocondrial son incipientes, y 

resta mucho camino por recorrer, comenzamos la caracterización de 

modificaciones nitro-oxidativas de la proteína in vitro y desarrollamos 

herramientas que nos permitirán continuar con su estudio en mitocondrias 

aisladas. 
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