- A

o Ye(

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA

URUGUAY PEDECIBA

Tesis de Doctorado en Quimica
Facultad de Quimica — Universidad de la Republica (UdelaR)

Programa de Desarrollo en Ciencias Basicas — Quimica

Peroxirredoxinas: eficientes reductoras de peroxidos y
eficientemente reducidas. Funciéon de los aminoacidos

conservados en ambas reacciones
Stephanie Portillo

Directora: Dra. E. Laura Coitino

Laboratorio de Quimica Tedrica y Computacional

Instituto de Quimica Bioldgica — Facultad de Ciencias — UdelaR

Co director: Dr. Gerardo Ferrer

Laboratorio de Fisicoquimica Bioldgica

Instituto de Quimica Bioldgica — Facultad de Ciencias — UdelaR

Mayo 2018



“Si tienes un sueiio en tu corazon, y de verdad crees en

él, corres el riesgo de que se convierta en realidad”

Walt Disney



Agradecimientos

A mi directora Laura Coitifio, por introducirme a este hermoso mundo de la academia. Por su apoyo
incondicional en cada etapa de estos cinco anos, lo que me permitié crecer como cientifica, docente, y
como persona.

A mi co-director Gerardo Ferrer, por su gran apoyo y compromiso a lo largo de todos estos afios.

A Luis Netto, Adrian Roitberg y Dario Estrin, quienes me recibieron en sus laboratorios, y me hicieron
sentir en casa desde el primer momento.

A Jenner Bonanata, por la ayuda con ONIOM y la reduccién por ascorbato.
A Alicia Merlino, por la ayuda inicial con dindmica molecular.

A Diego Vazquez, por la ayuda con las simulaciones de dindmica molecular acelerada, analisis de
componentes principales y las horas de discusiones.

A Jonathan Semelak, por su ayuda con las simulaciones QM/MM.

A Joaquin Dalla Rizza y Mariana Bonilla, por su ayuda con la biologia molecular.

A toda la gente del LQTC y FQB-ENZ por la buena onda y el compafierismo.

A Santiago, por ser mi conejillo de indias y permitirme crecer en la dificil tarea de ensefiar.

A la Comisidon Académica de Posgrado (CAP) por las becas de maestria y doctorado, a la Agencia

Nacional de Investigacidon e Innovacién (ANII) por el incentivo del SNI y a la Comisién Sectorial de
Investigacion Cientifica (CSIC) por el proyecto de iniciacion a la investigacion.

A mi familia, especialmente a mi madre Mdnica y mi hermana Joanna, eternas luchadoras.
A mi esposo Tim, por la larga espera y el amor de cada dia.

A Alice, por su alegria, su amistad y por todos esos cabos.

A Saira, por ser la mejor conviviente que me podia tocar y una gran amiga.

A Lucia, por estos 15 afios de amistad incondicional.

A las chikis (Pauli, Pau, Lu, Maru y Lucy), por qué siempre nos volvamos a encontrar en el fin de la tierra
(Finisterre bar).

A Shiloh, por su dulzura.



indice

LRT=E] 0 0 0 T= o OO PP PPPTTP 7
JaN o N AU = TV ol o o111 4T X3 PSPPI 9
(0o 11 U] [o T BN [ oY i o Yo [0l o T o TS PPN 13
1.1 ESErES OXIAQTIVO ettt ettt st st ettt e b e b b sae e et e et e e b e nheesaee e 14
1.2 Lineas de defensa CRIUIAT .......oouii it sttt et e e 18
1.3 Generalidades de 1as peroXirr@dOXIiNAS .......cc.viiiiiciieeeiiiiee ettt e e tee e e e erre e e e e aee e e e s beee e eeareeas 22
1.4 Estructura y estado de oligomerizacion de 1S PrX.....ceeeeiiieiiiiiee et 26
1.5 ReacCion de PeroXidaCion ..........ccuueiieciiiiiiiiieeeeiiiee et e e et e e s sae e e s st e e e sabeeeessbeeeessreeesensreeeesnareeas 29
1.6 Reaccion de resolucion y transicion fully folded <> locally unfolded..............cccooveeevviiinceiencnnnnnnnn 38
1.7 SOBIEOXIAACION ...ttt ettt st sttt et b e b e e s be e s heesaee et e ebeenbeesbeesaeenas 41
1.8 Reduccion de PeroXirfE@AOXINGS. ......ccceccuiieeeeiiieeeeeiieeeeetieeeeeteeeeeeteeeeeebeeeeesbeeeeessbeeeeessseeeeeanseseessnsens 44
1.9 PRDX5 y PRDX6: ejemplos de Prx 2-Cys atipica ¥ L-CYS .uueirrviiiiiiiieeeeiiieeeeeieee e erieee e ssiee e s ssveee e saveeas 46
(0 o 1A U] (o YA 0] o} [=1 4 1Y/ o LSRR 50

(0] o114\ e I =T o 1=T | PSPPI 51

(0] o T A Lo T =T o =Yl { Tl Ly PR 51

Capitulo 3: Mecanismo de reduccion de H,0, por la C, de PRDX5 y funcidn de los residuos conservados

TREAA Y ATBL2T ..ttt ettt b ettt s h et s bt e at e bt e bt e b e e bt et e sk e eb e et e sbeeab e bt sae et e nbeeanenteeneens 52
T[T Ao L= I or=Y o 1 ] Lo J USRS 53
V{11 e Yo [o] o} -{ - ISR 54

3.1 Determinacién de la estructura representativa de PRDX5"" en solucién acuosa..................... 54
3.2 Modelado ONIOM QM/MM de la reaccion de peroxidacion en PRDXS™T oo 54

3.3 Determinacion de fuerza de EdH, cargas atdmicas y nucleofilia de Cyy su evolucion en

3.4 Determinacion de la estructura representativa de la mutante T44V a partir de la enzima WT 56

3.5 Modelado ONIOM QM/MM y descriptores de reactividad en PRDX5™ ......o.oeeeveeeeeeren. 56
3.6 Dindmica molecular de PRDX5™T, PRDX5™Yy PRDXSM2 ..o 57
LT U] = Lo [ LSO USTRTOPPRUPRIOt 59
3.1 Mecanismo de reduccién de H,0, por PRDX5™T y PRDXS ™ ettt 59
3.2 Efecto de las mutaciones T44V y R127Q en la estructura de PRDX5.......cccceeeevviveeeeivveeeeicnneennn. 66
DISCUSION ...ttt ettt ettt b e e s bt e sh e e s ae e e at e e abe e bt e ebeesaeesateeabeeabe e bt e beesheesaeeeabeenbeebeesheesanenas 69



Capitulo 4: Transicion fully folded-locally unfolded en PRDX5. Determinantes moleculares que la

Lo T 1Y o =1 = DO USRS 74
T[T o L= I or=Y o1 U] Lo J SR 75
Y11 o Te (o] o} -{ - ISP 77

4.1 Estructuras proteicas y parametrizacion de residuos no estandar........ccccoceveeeviieeeenicieeeeseneen. 77

4.2 Preparacion de los sistemas y simulaciones de dindmica molecular convencional (cMD) vy
ETo =] [ To N G 1AL 0 ) SRR 78

4.3 Analisis de la red de EdH, fluctuaciones estructurales y estructura secundaria........cccc.ceeeuuunee 80

4.4 Determinacién de los movimientos proteicos mas importantes durante la aMD por analisis de
los componentes PrinCiPales (PCA) ...ttt e e et e e e e rte e e e ebae e e e estaeaeeanes 80

LT U1 =T Lo L3RR 82

4.1 Andlisis del efecto del estado de oxidacion e ionizacidon de Cp sobre la estructura de PRDX5 a
través de cMD en escala de tiempo de 10S MICroSegUNAOS ........vveeveiiiieiiiiiee e 82

4.2 Muestreo conformacional avanzado por aMD de PRDX5 considerando oxidacion e ionizaciéon

o = 84
4.3 Anélisis de la transicidon FF-LU mediante mapas bidimensionales de componentes principales
.......................................................................................................................................................... 86
[Ty o{ U] T Yo USRS 90
Capitulo 5: Resolucién vs. oxidacion en PRDX5. Cinética de la formacion del enlace disulfuro y
£0] o Tt Yo ) (e =1 e o RS SRS 92
T[T o L= I or=Y 1 ] Lo J USRS 93
V{11 e Yo [o] o} -{ - ISR 94
5.1 Determinacion de la constante de velocidad de la formacién del enlace disulfuro entre C,-SOH
Y CR-SH BN PRDXS™ . ettt s e e ee et et s et eeeee et s e esee et et s s e eeeneeenanas 94
5.2 Dindmica molecular a pH constante para determinae el pK, de Cr en PRDX5" FFy LU .......... 96

5.3 Estimacion de la constante de velocidad de sobreoxidaciéon mediante medida a tiempo final

oo ] sl oY= [=Toru g0 T o] oo [V L= SR SRRPSTN 99
T U] - o [o L3S TSP SRR 101
5.1 Reaccidn de resolucidn, pK,s de Cp-SOH y Cz-SH y constante de velocidad ...........cccueeeenn..eee. 101

5.2 Influencia de la conformacidn (FF y LU) y del estado de protonacion de Cp y del residuo Glu143
0] o] f I = I o e LI PP 103

5.3 Estimacion de la constante de sobreoxidacién de Cp-SOH por H,0, medida a tiempo final... 104

(DT o{ UL (o Yo AP RTRTRRRRRY 106



Capitulo 6: Reduccidon de PRDX5 por Trx2. Constantes de velocidad y funcién de los residuos Thr44 y

N =3 1 USRS 109
T[T oo L= I or=Y o1 U] Lo SR PR 110
V(1] o Yo [o] o} -{ - I PSP SRR 111

6.1 Determinacion de la constante de velocidad de reduccién de PRDX5 WT, T44V y R127Q por

I L 2 USRS 111

6.2 Simulacién de dindmica molecular de PRDX5"", PRDX5T44Vy PRDX5"**"? oxidadas a disulfuro

........................................................................................................................................................ 112
ST U 1= Lo Lo LRt 114

6.1 Efecto de las mutaciones T44V y R127Q de PRDXS5 sobre la reaccién de reduccién por Trx2 114
6.2 Efecto de las mutaciones T44V y R127Q en la estructura de PRDX5 oxidada a disulfuro........ 115
1T o U o o PRSP 119

Capitulo 7: Mecanismo de la reduccién del dcido sulfénico por ascorbato. Modelado en solucién y en

[ 3B ) TP PPPPPPPPPPPPUPPPPRt 120
T W ] o [T oW [=] I or=Y o1 U] Lo TSP 121
V1] CoTe [o] (oY =4 - ISP 122

7.1 Modelado de la reduccién de acido metanosulfénico por ascorbato ........cccceeevvveeccieenecnnneen. 122
7.2 Dinamica molecular de PRDX6 con Cp oxidada a acido SUlfénico .......ccccceevvcivvieeeeeeeeiccnnneeen. 122
7.3 Parametrizacion del ascorbato.........cocveieeriiiiiiieec e 123

7.4 Docking molecular del ascorbato en el sitio activo de PRDX6 con C, oxidada a 4cido

CISTERINSUITENICO . ...ttt sttt e b e b e s bt e st e eate et e e sbeesbeesaeenas 124

7.5 Dinamica molecular del complejo PRDX6G-ASC........cccuuiieiiiiieeeeiieeeeciieeeeeereeeeectee e e eiree e e eeneeas 124

7.6 Modelado ONIOM QM/MM de la reduccidn de Cp-SOH por ascorbato.......c.cceeevveerreerieennnns 124
RESUITATOS ...ttt ettt et e b e s me e sae e et e e bt e s b e e sanesanesar e e neenes 126
7.1 Modelado de la reduccién de acido metanosulfénico por ASC en solucién acuosa................ 126

7.2 Dinamica molecular de PRDX6 y del complejo PRDX6B-ASC .........ceeeecreeeeeciieeeeiiieeeeeieee e 129

7.3 Modelado ONIOM del mecanismo de reduccion de Cp-SOH por ASC en PRDX6..................... 132
DISCUSION ..ttt ettt s et st st et e e s bt e s bt e s ae e s at e e bt e bt e b e e sheesae e et e eabeenbeesseesanesaneeareennes 134
Capitulo 8: CONCIUSIONES Y PEISPECLIVAS. .iiiivriiiieiiiieecciiee e cciree e e e e et e e et e e e e srae e e e seaeeessabaeeesnaeaeeeans 136
2] ET LT o Lol TP PSP P PRV 141
ANEXO: PUDIICACIONES. ... ittt s ettt e e s be e e s b e e sbe e e smreesreeesaneenn 165



Resumen

En este documento de tesis se presentan los resultados obtenidos durante cinco afios de
desarrollo de estudios de posgrado. El contenido se organizé en 8 Capitulos, comenzando por la
introduccion en el Capitulo 1, los objetivos en el Capitulo 2, resultados de la investigacion en los
Capitulos 3 — 7 (divididos segun los objetivos y conteniendo cada uno de ellos: resumen, metodologia
resultados y su discusidn) y finalizando con el Capitulo 8 que incluye las conclusiones y perspectivas.
Esta organizacion permite al lector leer cada capitulo de forma independiente, mas alld de que existan

varias conexiones entre ellos.

Las peroxirredoxinas (Prx) son una familia de enzimas muy conservada y catalizan la reduccidn
de diversos perdxidos utilizando residuos de cisteina y residuos conservados del sitio activo. El ciclo
catalitico presenta pequefias diferencias entre las distintas Prx, pero en todos los casos consiste en
tres reacciones quimicas: (1) peroxidacion; (2) formacion de disulfuro; (3) reduccién. La peroxidacién
involucra el ataque nucleofilico de la cisteina peroxidatica (Cp) sobre el sustrato perdxido para dar
acido cisteinsulfénico (C,-SOH) y es comun a todas las Prx. El segundo paso involucra la formacion de
disulfuro con Cp-SOH, en las Prx 2-Cys lo realiza la cisteina resolutiva (Cg) formando un enlace disulfuro
y liberando H,0, mientras que en las Prx 1-Cys, es relizado por un reductor no especifico (e.qg.
glutation). En las Prxs 2-Cys, este paso involucra la transicién conformacional fully folded (FF) = locally
unfolded (LU) que acerca a ambas cisteinas. Finalmente se completa el ciclo catalitico mediante la
reduccion del enlace disulfuro, regenerando a la Cy (y a la Cz en Prx 2-Cys). Una reaccién colateral al
ciclo catalitico es la sobreoxidacion del Cp-SOH a Cp-SO,H o Cp-SOs3H, reaccidn reversible Unicamente

para algunas de las Prx 2-Cys.

En esta tesis se abordd el estudio de la peroxirredoxina 5 humana (PRDX5) y de la
peroxirredoxina 6 humana (PRDX6), como ejemplos de Prx 2-Cys y 1-Cys, respectivamente. Se utilizd
una integracion de técnicas del modelado computacional y de cinética enzimatica, de forma tal de
obtener una visién del problema lo mas amplia posible. Con respecto a PRDX5, se abordaron los
siguientes objetivos: (1) estudio del mecanismo de reaccion de la peroxidaciéon y funcidon de los
aminodcidos conservados Thr44 y Argl127; (2) analisis de los determinantes moleculares que disparan
la transicion FF>LU; (3) determinacién de los valores de pK,s de C,-SOH y Cz-SH y de las constantes de

velocidad (k) de resolucién y sobreoxidacién; (4) estudio de la reduccion del enlace disulfuro Cp-SS-Ci



por tiorredoxina 2 (Trx2). Con respecto a PRDX6, se estudié la reduccion del C,-SOH por ascorbato,

determinando el mecanismo de reaccién en un sistema modelo en solucién y en la enzima.

En primer lugar, se determind que la reaccion de peroxidacion prosigue a través de un
mecanismo tipo Sy2, en donde los residuos Thr44 y Argl27 tienen funciones clave. La Thr44 esta
involucrada en la unién del sustrato al sitio activo, la regulacién de la nucelofilia de la Cp y la
estabilizacion del estado de transicion (TS) de la reaccién, lo que se ve reflejado en un aumento de 3
kcal mol™ en la energia libre de activacién en la mutante T44V con respecto a la enzima wild type. La
Argl27 también participa en la estabilizacién del TS y en una transferencia protdnica post-TS, lo que
genera Cp-SOH como producto de la reaccién, ademas es clave en la estructuracion del sitio activo
cuando Cp se encuentra en forma tiolato. En segundo lugar, se determind que la transicién FF>LU
ocurre Unicamente cuando la Cp se oxida a acido sulfénico y es producto de la pérdida de interacciones
estabilizantes con los residuos Thr44 y Argl27. En tercer lugar, el estudio de la resolucidn y
sobreoxidacidn mostrd que la primera esta enlentecida con respecto a la misma reaccidn en solucién y
que los pK,s del C,-SOH y Ci-SH no son los mas favorables para que ocurra la reacciéon (5.9 y 7.35,
respectivamente). Por otro lado, la proteina no mostrd sensibilidad a la sobreoxidacion, k = 170 M™
s, En cuarto lugar, se determiné que los residuos conservados del sitio activo Thr44 y Arg127 no son
necesarios para la reduccion de PRDX5 por Trx2 y que la eficiencia de dicha reaccién podria
aumentarse, ya que las mutantes T44V y R127Q mostraron un mayor valor de k con respecto a lo
observado en la enzima wild type. Finalmente, el estudio de la reduccién de metanosulfénico por ASC
en solucién mostrd que las moléculas de H,0 no tienen una funcidn catalitica, pero si son importantes
en la termodindmica de la reaccion. Con respecto a la reaccién de reduccién del Cp-SOH por ascorbato
en PRDX6, se determind por primera vez la presencia de una catalisis acida: se observa una
transferencia protdnica desde el residuo Argl55 al grupo saliente OH™ acoplada al ataque nuclofilico
del ASC sobre el sulfénico. Se obtuvo una energia libre de activaciéon de 11.3 kcal mol™, la cual es

consistente con la estimada a partir de la k determinada experimentalmente.

En su conjunto, estos resultados aportan a la comprensiéon del funcionamiento de estas

enzimas tan eficientes en la reduccién de sustratos perdxidos y a la vez tan versatiles.
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Abreviaturas y acronimos

Acido desoxirribonucleico
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Aldehido oxidasa

Ascorbato

Quinasa reguladora de la apoptosis
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GRx Glutarredoxina
GS Glutatidn reducido radical
GSH Glutation reducido
GSSG Glutation disulfuro
GSSG~ Anién radical del glutatién disulfuro
H
HOMO-KS | Orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energia
|
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
IRC Coordenada de reaccidn intrinseca
K
k Constante de velocidad
K Grados Kelvin
Keat Constante catalitica
Koy Constante de intercambio entre las conformaciones FF y LU
KLy Constante de equilibrio de la transicién FF—LU
Kum Constante de Michaelis
Kpes Constante de velocida de la resolucién
Ksox Constante de velocidad de la sobreoxidacién
K Constante de velocidad de la formacidn del enlace disulfuro en solucién
Kap Constante de velocidad aparente
kg Constante de Boltzmann (1.3806 x 102J K™)
L
LCPO Combinaciones lineales de superposiciones por pares
LMWT Del inglés low molecular weight thiol
LU Conformacion locally unfolded
M
MAO Monoamina oxidasa
MAPK Quinasas activadas por mitdgenos
mBBr Monobromobimano
MGH1 N-(hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-ornitinal
MM Mecanica molecular
mM Milimolar (10 molar)
MPO Mieloperoxidasa
MR Micotiol disulfuro reductasa
Mrx1 Micorredoxina-1
MSH Micotiol
N
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NF-xB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
Nm Nanometro (10 metros)
nM Nanomolar (10®° molar)
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Capitulo 1: Introduccion
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1.1 Estrés oxidativo

En los organismos aerobios existe un balance entre la produccidn de especies oxidantes
(radicales, especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, ROS y RNS por sus siglas en inglés,
respectivamente) y la defensa celular antioxidante. Si ocurre una produccidon desmedida de especies
oxidantes, moléculas claves como acidos nucleicos, proteinas y lipidos, pueden sufrir un dafo
oxidativo y provocar una disrupcién de las vias de sefalizacidon redox. Este estado se conoce como

estrés oxidativo™.

El concepto de estrés oxidativo fue introducido por primera vez en la literatura en el afio 1985
por Helmut Sies, definido como una alteracion en el balance prooxidante-antioxidante, en favor del
primero’. Un afio después, este mismo autor publicé una revisién, en donde sitta a los oxidantes en un
contexto bioquimico®. En dicha revisidon se describe el dafio oxidativo que generan los oxidantes en
diversas macromoléculas bioldgicas (acidos nucleicos, aminoacidos y proteinas, carbohidratos y

lipidos), y los sistemas antioxidantes celulares (enzimaticos y no enzimaticos).

El estrés oxidativo ha sido vinculado a una gran variedad de enfermedades: asociadas al
sistema inmune (artritis reumatoidea®, alergias® y disfunciones del sistema inmune en si mismo®),
cardiovasculares’, neurodegenerativas (Parkinson y Alzheimer®), relacionadas al metabolismo

(diabetes®) y cancer™.

Las moléculas oxidantes mas comunes que se producen durante el estrés oxidativo derivan del
oxigeno y nitrégeno, y pueden o no ser radicales (Figura 1.1). En los organismos aerobios, la presencia
del oxigeno molecular O, es la mayor fuente de produccion de ROS y RNS. Su reducciéon parcial por un
electrén, produce el anidn radical superdxido (0,7), el cual se puede convertir en peroxinitrito (ONOO
/ONOOH) mediante la reaccién controlada por difusidén con el éxido nitrico (NO')*, o en perdxido de
hidrégeno (H,0,) de forma espontdnea o catalizada por la superéxido dismutasa (SOD). El H,0,
también se genera por la reduccién de 2 e del O,, que puede ser catalizada por diversas oxidasas como
la xantina oxidasa (XO), oxidoreductina 1 del reticulo endoplasmico (Erol), aldehido oxidasa (AQ) y
monoamina oxidasa (MAOQ). A su vez, el H,0, es fuente de productos secundarios mas reactivos, como
el extremadamente fuerte oxidante radical hidroxilo (OH')". Este es producido mediante la reduccién
del H,0, por los metales de transicién Fe* y Cu’, reaccién de Fenton®, la reaccién entre el 4cido
hipocloroso (HOCI) generado por la enzima mieloperoxidasa (MPO) y el superdxido o por homdlisis de

ONOOH.

14



El ONOO™ puede generar OH' y didxido de nitrogeno (NO,) mediante su homolisis espontanea,
o reaccionar con diéxido de carbono (CO,) para generar el radical carbonato (CO;7) y ‘NO,. El 'NO,
reacciona con una constante de velocidad (k) del orden de 10’ M s™ (pH = 7.4) con moléculas de
relevancia bioldgica como glutatidn (GSH), cisteina (Cys) y urato', y con un valor de k del orden de 10°
M™ s™ con 4cidos grasos (pH = 9) y los aminoéacidos triptéfano (Trp) y tirosina (Tyr) (pH = 7.5)". De esta
manera, la produccidn de peroxinitrito puede derivar en la generacidén de radicales oxidantes, capaces
de reaccionar con tioles proteicos, aminodcidos aromaticos o incluso modificar las bases nitrogenadas

del dcido desoxirribonucleico (ADN)®.
‘OH
02'_

CcO
NO, + CO;” <—— ONOO" —> ‘OH + 'NO,

Figura 1.1 Posibles rutas de formacion de ROS y RNS

Tal como se muestra en la Figura 1.1 las ROS y RNS pueden actuar como oxidantes de un
electron (especies de capa abierta o radicales), o de dos electrones (especies de capa cerrada). En el
caso de las primeras, la energia de activacién de la reaccién es muy pequefia, por lo que la capacidad
oxidante de estas moléculas esta dada por su potencial de reduccidn; en el caso de las segundas, las
barreras de activacion de las reacciones son mas determinantes en la capacidad de oxidar de la
molécula que los potenciales de reducciéon'’. Si bien todas las rutas de formacién de oxidantes
presentadas en la Figura 1.1 son en principio posibles, algunas de ellas estdn favorecidas frente a
otras. Factores como el valor de k, la concentracién de alguno de los reactivos, o su consumo eficiente

por algun sistema antioxidante, hacen que no todas las rutas tengan la misma relevancia bioldgica. En
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el caso del HO, la ruta principal de su formacidn in vivo es la reaccién de Fenton, ya que su produccion
a través de la ruptura homolitica del ONOOH no tiene relevancia bioldgica y el HOCI, ademds de
reaccionar con el O, para formar HO', experimenta numerosas reacciones con otras moléculas. Con
respecto al ONOQ’, su reaccion con CO, para dar los radicales 'NO, y CO;", tiene un valor de k = 5.8 x
10* M sy ademds el CO, se encuentra en concentraciones del rango milimolar™ lo cual hace que
esta reaccion si tenga relevancia bioldgica. Por otro lado, su formacidn a partir del O,” y 'NO esta
controlada por difusidn, por lo que es muy favorecida cinéticamente. Con respecto al H,0,, su
formacién a partir de la dismutacién del O,” también esta favorecida cinéticamente, ya que es
catalizada por las SOD, con valores de k que se encuentran en el orden de 10® - 10° M* s™

dependiendo del tipo de SOD*.

De todos estos metabolitos redox, el H,0, es el que se encuentra mas implicado en la
deteccidn, regulacién y sefializacion redox?. La fuente principal de su generacion en el organismo es la
familia de NADPH oxidasas y la cadena respiratoria’, y en menor medida algunas oxidasas como las
mencionadas previamente. En total se conocen 31 enzimas capaces de generar H,0,% y su
concentracion celular se encuentra en el rango 1 - 50 nM**. Atn no esta claro como el H,0, actta
selectiva y eficientemente en la oxidacidn de ciertas proteinas involucradas en rutas de seiializacion, y

en literatura se manejan dos grandes ideas al respecto® ™’

. Una de ellas postula que el H,0, actua
directamente sobre las proteinas blanco a regular, y la seializacidn redox es especifica debido a que
las diferentes proteinas blanco son activados segun el tiempo de exposicion a H,0, y a su
concentracién. Para que esto suceda, las proteinas que detoxifican H,0, deberian ser inactivadas. La
otra vertiente postula que las proteinas que detoxifican H,0, (en especial peroxirredoxinas),
transfieren la oxidacion a las proteinas blanco, la cual puede ser directa o facilitada por proteinas
auxiliares. Cuando el H,0, se encuentra a concentraciones fisioldgicas, en donde no genera un dafio
oxidativo de moléculas bioldgicas, sino que participa en la regulacién de vias de sefalizacion redox, se

dice que la célula se encuentra en un estado de “euestrés oxidativo”*.

Las ROS y RNS también tienen funciones benéficas a nivel celular, por ejemplo son muy
importantes en la defensa del hospedero de agentes infecciosos”. Durante el estallido respiratorio, los
fagocitos pueden convertir O, a ROS con una velocidad méxima de ~35 nmoles por cada 10’ células por
minuto®, que es significativamente mayor a la observada en fagocitos no activados®'. Los mecanismos
de muerte celular dependiente de ROS incluyen la accion directa del radical hidroperoxilo (HO,) y el
H,0,. El HO, estd presente a pHs bajos (como en los fagosomas) o en los alrededores de las

. . . . . . 2 .z
membranas, y el H,0, tiene accién bactericida mediante la perOX|daC|on3 o la generacién de HOCI en
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el fagosoma®. La regulacién redox de diversas vias de sefializacion es clave en varios procesos
celulares. Por ejemplo, los procesos de proliferacién, sobrevida y diferenciacién celular, asi también
como el metabolismo, son regulados mediante la regulacién directa de quinasas y fosfatasas de las
cascadas de quinasas activadas por mitégenos (MAPK)?* y de la via fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)* que
sufren modificaciones redox. Otro ejemplo de regulacién a nivel celular es la homeostasis del hierro, su
reaccion con el H,0, (reaccidn de Fenton®®) permite conectar su metabolismo con el estrés oxidativo.
La expresion de las proteinas encargadas del transporte en plasma (transferrina) y almacenaje celular
(ferritina) del hierro estd regulada por proteinas con elementos de respuesta al hierro y al H,0,>**.
Altas concentraciones de H,0, inhiben la sintesis de ferritina y estimulan la expresién del receptor de

transferrina®.

La oxidacion y reduccion de los tioles proteicos es el mecanismo mayoritario por el cual los
oxidantes regulan las diversas vias de sefializacion. Los residuos de cisteina pueden oxidarse a acido
sulfénico (-SOH), que formar enlaces disulfuro (-S-S-) con otras cisteinas o sufrir una sobreoxidacién a
acidos sulfinico (-SO,H) o sulfdnico (-SOsH). El acido sulfénico también puede formar una sulfenamida
(-SNH-) si hay un grupo amina o amida cercano en su entorno proteico, o reaccionar con otro derivado
sulfénico para formar un tiosulfinato (-RS(O)SR-)*. Estas modificaciones pueden generar cambios en la
estructura y funcion de la proteina, y son, exceptuando el sulfénico y en menor grado el sulfinico,
reversibles por diversos sistemas reductores®. El mecanismo de oxidacién de la proteina blanco a
regular puede ser de diversas maneras: i) el oxidante puede actuar directamente sobre ella; ii) el
oxidante puede alterar el par redox GSH/GSSG, resultando en la oxidacidn de tioles proteicos; iii) el
oxidante puede modificar proteinas muy reactivas que actlan como sensores y luego transmiten la

oxidacion a la proteina blanco™.

Como se menciond previamente, la posibilidad de que una molécula blanco (B) reaccione con
un oxidante no indica que ese proceso sea biolégicamente relevante. En la célula hay diversos blancos
gue competiran entre si en las reacciones con los diversos oxidantes, cual de ellos se oxide, dependera
de sus velocidades de reaccién relativas (r). Cada velocidad de reaccion esta dada por la concentracion
de B ([B]) y por la constante de velocidad de la reaccién (k). Por ejemplo, en la competencia entre dos
moléculas blanco B1 y B2 se puede establecer una relacién cuantitativa a través del cociente entre las

velocidades de reaccion:

r=k; [B1]/k; [B2] (1.1)
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En el caso que haya n moléculas blanco que compiten por el mismo oxidante, la proporcién de

oxidante que reacciona con la molécula blanco B1 estara dada por la siguiente relacion:

r=k; [B1]/ ) i [B,] (1.2)

de esta manera, si la molécula blanco no se encuentra en concentraciones significativas, su oxidacion
no sera favorecida. Lo mismo sucedera en el caso en que el valor de k sea pequefio. Finalmente, hay
qgue tener en cuenta que este modelo cinético considera una solucion homogénea; sin embargo, la
capacidad de los oxidantes de difundir y atravesar membranas y el compartimiento celular especifico
donde se generen, serdn determinantes en su accién. Por ejemplo, el peréxido de hidrégeno atraviesa
las membranas a través de acuaporinas® por lo que su generacién no estd restringida a ciertos
compartimientos celulares. En el caso de especies anidnicas como el superdxido, la permeabilidad de

la membrana no es buena y su actuacidn se restringe al compartimiento en donde se gener6®.

1.2 Lineas de defensa celular

Las especies antioxidantes son aquéllas capaces de retardar, prevenir o eliminar las
modificaciones oxidativas presentes en diferentes moléculas blanco. Su reaccién con los oxidantes
generara productos menos reactivos y dafiinos, protegiendo de esta manera a las moléculas propensas
a sufrir dafio oxidativo™. Las reacciones entre antioxidantes y radicales van a generar productos que
también son radicales y Unicamente en el caso en que el producto sea menos dafiino se hablard de
actividad antioxidante. Las especies antioxidantes no enzimaticas mas comunes a nivel celular capaces

de eliminar radicales son: el GSH, la vitamina E y el ascorbato (ASC) (Figura 1.2).

A

H
0 o} S b O
st A LA,
NH, H o

B CH,

Figura 1.2 Estructura de los antioxidantes no enzimaticos mas
comunes a nivel celular. (A) GSH; (B) vitamina E; (C) ASC.
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El ASC reacciona con una gran variedad de radicales, dando como producto radicales
ascorbilo, que se desproporcionan para dar ascorbato y dehidroascorbato (DHA)®. La vitamina E es
una molécula lipofilica y su accién antioxidante genera radicales tocoferoxilo, poco reactivos que se
eliminan a través de reacciones que involucran radicales, por ejemplo por el ASC*. Winterbourn
propuso una via que involucra al O,y al GSH por la cual los radicales intracelulares son eliminados®’.
En esta via, los radicales generados transfieren electrones al oxigeno, directamente o a través del GSH,
para formar O,” que es consumido por la SOD. El glutation reacciona con los radicales formando el
radical tiilo en el grupo tiol de la cisteina (GS’), de esta forma puede eliminar, por ejemplo, radicales
formados en las bases nitrogenadas del ADN*. El GSH sera eficiente en la eliminacién de los radicales
Unicamente si el producto GS' es eliminado con eficiencia, ya que puede iniciar otras reacciones que
involucran radicales. La ruta mas favorable que sigue el GS es la reaccién con una segunda molécula de
GSH para dar glutatién disulfuro anidnico radical (GSSG)”, un reductor fuerte que reacciona muy

rapido con O, para dar O,y GSSG™.

En la célula existe ademds un conjunto de antioxidantes enzimaticos que cataliza la reduccién
de oxidantes. Este grupo incluye a las siguientes enzimas: superdxido dismutasas (SOD, EC 1.15.1.11),
catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), glutation peroxidasas (GPx, EC 1.11.1.9), tiorredoxina (Trx, EC 1.8.4.10),
glutarredoxinas (GRX, EC 1.20.4.1) y peroxirredoxinas (Prx, EC 1.11.1.15).

La dismutacidn del anidn superdxido por la SOD para dar H,0, es clave en la defensa celular ya
que el O, es fuente del ONOO'. Esta enzima logra una aceleracidn de 10,000 veces con respecto a la
dismutacidn espontanea del superdxido. En los mamiferos hay tres isoformas de SOD: SOD1, SOD2 y
SOD3. La SOD1 es un homodimero que contiene cobre y zinc y se localiza principalmente en el
citoplasma; la SOD2 es un homotetramero que contiene manganeso y se localiza en la mitocondria; la
SOD3 también presenta cobre y zinc, pero es un tetramero y se localiza a nivel extracelular®®. La
reaccion de la SOD involucra la dismutacién del superéxido en oxigeno molecular y perdxido de
hidrégeno. Por cada ciclo catalitico se consumen dos moléculas de superdxido, por ejemplo para el

cobre las reacciones serian las siguientes™:

E-Cu(ID+ 05 — E'-Cu(D)+ O, (1.3)

E-Cu(l)+ 05+ 2HT — E-Cu(I)+ H,0, (1.4

donde E y E’ representan a la SOD reducida y oxidada, respectivamente.
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La catalasa es otra dismutasa, que contiene un grupo hemo en el sitio activo y convierte dos moléculas

de perdxido de hidrégeno en oxigeno molecular y agua:

H,0,+ H,0, —> 0, + 2H,0 (1.5)

Esta reaccion requiere la unidon de una primera molécula de H,0, al sitio activo para generar el
intermediario de vida corta llamado compuesto | (Compl), mediante la oxidacién del grupo hemo a

I

una especie oxiferrilo (Fe'V=0) por extraccién de un electrén del Fell y otro del macrociclo de la

porfirina (Porf), originando un cation radical sobre el mismo:

E-[Porf-Fel']+ Hy0, —> E-[Porf*-Fe!V=0](Compl)+ H,0 (1.6)

La segunda molécula de H,0, reduce al Compl y se restaura la enzima a su estado inicial, formando

Hzo \ 02:

Compl+ H,0, —> E(Porf-Fe'')+ 0,+ H,0 (1.7)

El valor de la Ky, aparente de la CAT por el H,0, se encuentra en el rango milimolar, por lo que la

enzima es eficiente cuando hay una concentracion de H,0, muy elevada’”.

Las GPx catalizan la reduccion de H,0, utilizando residuos de selenocisteina (SecGPx) o cisteina
(CysGPx) segun la isoforma. En vertebrados hay ocho isoformas: GPx1 a GPx4 contienen selenio en el
sitio activo, mientras que GPx5 a GPx8 presentan cisteina en el mismo (siendo GPx6 Cys dependiente
en humanos). En el caso de las GPx que utilizan selenio, la reduccién de H,0, produce acido selenénico
(-SeOH), el cual es posteriormente reducido por la accion de dos moléculas de GSH, como se muestra

en las expresiones (1.9) y (1.10):

GPx-SeH+ H,0, —> GPx-SeOH+ H,0 (1.8)
GPx-SeOH+GSH — GPx-SeSG+ H,0 (1.9)
GPx-SeSG+GSH — GPx-SeH+GSSG (1.10)

En el caso de las CysGPx, el ciclo catalitico transcurre de la manera analoga a las SecGPx si solo hay una
Cys involucrada en la catalisis. Si hay dos Cys involucradas, luego de la formacidn del acido sulfénico en

una de ellas, se genera un enlace disulfuro entre ambas, que posteriormente es reducido por la Trx>*:

GPx(-SH),+ H,0, — GPx(-SOH)(-SH) + H,0 (1.11)

GPx(-SOH)(-SH) — GPx(SS)+ H,0 (1.12)
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GPx(SS)+Trx(-SH), — GPx(-SH),+Trx(SS) (1.13)

donde GPx(-SH),, GPx(-SOH)(-SH), GPx(SS), Trx(-SH)2 y Trx(SS) representan los diferentes

estados de oxidacion en que se encuentran una o ambas Cys en GPx y Trx.

Las Trx son disulfuro isomerasas que catalizan la reduccidn de enlaces disulfuro. De esta forma
mantienen un ambiente reductor en el interior de la célula, en donde la mayoria de las cisteinas se
encuentran reducidas. Todas las Trx tienen un motivo Cys-Gly-Pro-Cys conservado en el sitio activo y
los dos residuos de Cys presentes en el mismo son los implicados en la reaccidn de reduccion del
enlace disulfuro de las proteinas oxidadas. Luego de una ronda de catdlisis esas Cys se encuentran

formando un enlace disulfuro, que es reducido por la tiorredoxina reductasa (TR) a expensas de

NADPH>*:
Trx(-SH), +Proty,q(SS) —— Trx(SS)+Prot,eq(-SH), (1.14)
TR
Trx(SS)+NADPH+H+* —— TRX(-SH),+NADP* (1.15)

donde Prot,y(SS) y Prot.q(-SH), representan a la proteina oxidada a disulfuro y reducida,

respectivamente.

Las glutarredoxinas (GRX) también son disulfuro isomerasas y tienen mecanismos mono- y
di-tidlicos. El mecanismo ditidlico (ec. 1.16) utiliza dos Cys cataliticas para reducir sustratos que
pueden ser disulfuros proteicos o proteinas glutationiladas, resultando en la formacién de GRX(SS),
que es reducida por dos moléculas de GSH. En el mecanismo monotidlico (ec. 1.17) una Cys y una

molécula de GSH son necesarias en cada evento de reduccién®:

2GSH
GRX(-SH), +Prot,q(-SSG) — GRX(SS)+Prot,.q(-SH) — GRX(-SH),+GSSG (1.16)
GSH
GRX(-SH)+ Prot,,4(-SSG) — GRX(-SSG)+ Prot,.q(-SH) — GRX(-SH)+GSSG (1.17)

donde Protoxd(—SSG) y GRX(-SSG) representan disulfuros mixtos con GSH de la proteina blanco vy la

enzima GRX, respectivamente, y GSSG al disulfuro del GSH, su forma oxidada.

Las peroxirredoxinas (Prx) y sus caracteristicas seran desarrolladas en mayor detalle en el resto

de este capitulo de introduccion.
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1.3 Generalidades de las peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas son una familia de enzimas peroxidasas que catalizan la reduccién de
diversos perdxidos (ROOH) utilizando residuos de cisteina®, con la excepcién conocida de una Gnica
Prx presente en Eubacterium acidaminophilum, que contiene selenocisteina en lugar de cisteina®’. La
primera peroxirredoxina fue identificada en levaduras en el afio 1987 por Stadtman y colaboradores®.
En ese momento se le llamd proteina antioxidante tiol especifica (TSA) y se determind que presentaba
dos grupos tioles, un peso molecular de 25 kDa y que se encontraba en diferentes estados de
oligomerizacion. Poco tiempo después, en 1990, el clonado y secuenciamiento de TSA y de la alquil
hidroperoéxido reductasa (AhpC) permitiéd determinar que ambas pertenecian a una misma familia de

mas de 25 proteinas antioxidantes presentes en los organismos de todos los reinos.

Algo que llamd especial atencidn hacia este grupo de enzimas es que no utilizan cofactores en
la catalisis de la reaccion®. Las Cys involucradas en la catlisis se denominaron cisteina peroxidatica
(C»), presente en todas las Prx, y cisteina resolutiva (Cg), que puede o no estar presente®’. Las Prx son
muy rdpidas catalizadoras de la reduccién de perdxidos y abarcan un rango de constantes de velocidad
bastante amplio. Por ejemplo, para el H,0, se ha reportado un valor de k en el orden de 10° M* s™
para la proteina comigratoria con bacterioferritina B (BCP)®, mientras que para la peroxirredoxina 2
(PRDX2) el valor aumenta a 108 M™ s ®. Su eficiencia en la reduccién junto a los altos niveles de
expresion que presentan, las hace las reductoras de perdxido por excelencia, reduciendo mas del 90%

de los peréxidos presentes en la célula®.

En la Figura 1.2 se ilustra el ciclo catalitico universal de las Prx, con tres pasos quimicos
principales. El primer paso es comin a todas las Prx y se denomina peroxidacién®. Los pasos de
formacién de disulfuro y reduccion presentan pequefias diferencias de un tipo a otro de Prx y permiten
clasificar a las Prx en tres clases, segin el nimero de Cys utilizadas en la catdlisis y su localizacion

relativa en una o mas unidades de la proteina.
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Figura 1.2. Ciclo catalitico universal de las Prx. Se muestran los tres pasos principales
del ciclo: (1) peroxidacién, (2) formacidon de disulfuro y (3) reduccién, junto a los
estados conformacionales fully folded (FF) y locally unfolded (LU) de la proteina. Spy Sg
representan los &tomos de azufre de las Cp y Cg, respectivamente. Figura adaptada de
Karplus y Hall®.

La reaccién de reduccidn de los distintos ROOH comienza con un ataque nucleofilico por parte

de la C; (ionizada a tiolato Prx(-CpS~), sobre uno de los atomos de oxigenos del ROOH, formando un

acido sulfénico en la Cp (Prx(-CpSOH)) y el alcohol correspondiente (o H,0 en el caso que R = H):
Prx(-CpS7)+ROOH + H* — Prx(-CpSOH)+ ROH (1.18)

Las Prx que utilizan un dnico residuo de Cys en la catdlisis se denominan Prx 1-Cys. Luego del
paso peroxidatico, se forma un enlace disulfuro con un tiol externo a la proteina (con una excepcion
conocida que serad desarrollada en el apartado 1.8), como ser: tiorredoxina (ec. 1.19)%, ciclofilina A
(CicA; ec. 1.20)¥, H,S (ec. 1.21)%® o GSH asociado a la isoforma 1 de la enzima glutatién transferasa
(m-GST), donde primero se glutationila la Cp y luego el disulfuro mixto Prx-SS-nGST es reducido de

forma espontanea por una segunda molécula de glutatién (ec. 1.22)%.

Prx(-CpSOH) +Trx(-SH), — Prx(-CpSH)+Trx(SS)+ H,0 (1.19)
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Prx(-CpSOH)+CicA(-SH), — Prx(-CpSH)+ CicA(SS)+ H,0 (1.20)

Prx(-CpSOH)+H,S — Prx(-CpSSH)+ H,0 (1.21)
m-GST
Prx(-CpSOH)+2GSH — Prx(-CpSH)+GSSG+ H,0 (1.22)

Las Prx que utilizan un segundo residuo de Cys en la catdlisis se denominan Prx 2-Cys, y la
formacidn del disulfuro con C,-SOH es realizado por la cisteina resolutiva, Ci. En las Prx 2-Cys atipicas,
el enlace disulfuro es intramolecular ya que las C, y Ciz se encuentran en la misma cadena
polipeptidica; en las Prx 2-Cys tipicas el enlace disulfuro es intermolecular, la reaccion ocurre entre el
70,71

derivado sulfénico de C, ubicado en un mondmero y el grupo tiolato de C; localizado en otro

Prx(-CpSOH) (-CgSH) — Prx(Cp(SS)Cr)+ H,0 (1.23)

El tercer paso del ciclo catalitico donde el enlace disulfuro es reducido para recuperar la
enzima en su estado original se denomina paso de reduccién y es llevado a cabo, en general, por la
enzima Trx, también utilizando dos residuos de Cys (ec. 1.14). La Trx es devuelta a su forma reducida a
través de la accidn de la TR, a expensas de NADPH (ec. 1.15). Una excepcién conocida es la reduccién
por el sistema GSH/Grx + GR y NADPH que se ha reportado para algunas PrxQ de 1-Cys y para la Prx3

mitocondral’?.

Ademas de clasificarlas segln las caracteristicas del ciclo catalitico, las Prx pueden ser
agrupadas en seis subfamilias en base al perfil del sitio activo analizado en términos de estructuras
cristalograficas conocidas y secuencias aminoacidicas. En particular se consideran fragmentos de la
secuencia cercanos a los residuos clave para la catdlisis y caracteristicas tales como la interfaz de
oligomerizacion (ver seccién 1.4), especificidad del ROOH y donantes de electrones, sensibilidad redox
y sensibilidad a la sobreoxidacidon. La base de datos PREX (PeroxiRedoixn classification indEX,

disponible en http://www.csb.wfu.edu/prex/) fue asi desarrollada por Nelson, Poole y colaboradores’

utilizando las 29 estructuras resueltas para determinar seis subfamilias bien diferenciadas de Prx, entre
las cuales asignar las 3,516 secuencias de la familia depositadas hasta enero 2008 en GenBank’*. Mas
recientemente se actualizdé PREX, ampliando el nimero de secuencias a 6,325 presentes a noviembre
2010 en GenBank, Tabla 1.1. En 2017 se desarrollé un nuevo método bioinformatico para identificar
miembros de cada subfamilia y su agrupamiento por clustering segun relevancia funcional’®. Con este
algoritmo se logré identificar 38,739 secuencias del GenBank’* como correspondientes a la familia de

las Prx.
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Tabla 1.1. Asignacién de secuencias a las distintas subfamilias de Prx en PREX’®.

- , . T ‘o Clasificacion segun
Subfamilia® Numero de secuencias Distribucion filogenética . &
mecanismo
AhpC-Prx1 2,026 Arqueobacterias, Bacterias, | 2-Cys tipicas
Hongos, Plantas, Animales
BCP-PrxQ 1,610 Bacterias, Plantas, Arqueo- | 2-Cys atipicasy 1-Cys
bacterias, Hongos
Prx5 914 Bacterias, Plantas, Hongos, | 2-Cys atipicas y 1-Cys
Animales
Prx6 899 Arqueobacterias, Bacterias, | 1-Cysy 2-Cys tipicas
Plantas, Hongos, Animales
Tpx 779 Bacterias 2-Cys atipicas
AhpE 97 Bacterias 1-Cysy 2-Cys

'Abreviaturas: AhpC, alquil hidroperdxido reductasa C; BCP, proteina co-migratoria con bacterioferritina; Tpx, tiol
peroxidasa; AhpE, alquil hidroperdxido reductasa E. Prx1 hace referencia a una excepcién del grupo BCP, una Prx
de Mycobacterium tuberculosis con dos Cys que pueden actuar como Cg.

Tal como se muestra en la Tabla 1.1, todas las subfamilias de Prx pueden encontrarse en
bacterias, siendo la Tpx y la AhpE exclusivas de dicho reino. El resto de las subfamilias (AhpC-Prx1, BCP-
PrxQ, Prx5 y Prx6) se encuentran tanto en plantas como en hongos y Unicamente AhpC-Prx1, BCP-PrxQ
y Prx6 estan presentes en las arqueobacterias. Para aquéllas proteinas pertenecientes al grupo de Prx
2-Cys también varia la localizaciéon de la Ci. En la subfamilia AhpC-Prx1, la Cz se localiza en una
extension de la region C-terminal (ver detalles de la estructura en la seccién 1.4). En la subfamilia
BCP-PrxQ, la Cy se localiza 5 residuos después de la C,, ambas contenidas en la misma hélice (a2), con

algunas excepciones conocidas en donde se localiza en la hélice a3’®”

. En la subfamilia Prx5, la Cy se
localiza cerca del extremo C-terminal (que, a diferencia de de la subfamilia AhpC-BCP, no tiene
extension) en la hélice a5 (ver Figura 1.3, B)®. En la subfamilia Prx6, la Prx 2-Cys tipica pertenece a

Toxoplasma gondii y la Ci se localiza en un loop del dominio C-terminal’®

. En la subfamilia Tpx, la C; se
encuentra localizada en el giro C-terminal de la hélice a3. Finalmente, en el caso de la subfamilia AhpE,

la localizacion de la Cg es desconocida.
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1.4 Estructura y estado de oligomerizacion de las Prx

Si se realiza una busqueda en el Protein Data Bank®® con la palabra clave “peroxiredoxin”, se
obtienen 189 resultados (Abril de 2018), de los cuales el 23% corresponden a estructuras de Prx de
humanos. La estructura tridimensional de las Prx consiste en un Unico dominio con plegamiento tipo
tiorredoxina. A través de la correlacién entre elementos de secuencia conservados, estructura y
aspectos mecanisticos de las Trx, Prx y las proteinas involucradas en la maduracion del citocromo
(CMP), se propuso que las segundas evolucionaron divergentemente a partir de un ancestro tipo

tiorredoxina y tienen como eslabdn a las CMP?.

C-terminal

N-terminal

*
C-terminal

Figura 1.3 A: plegamiento tipo tiorredoxina con la numeracidn de las hélices a y hebras B. Los
asteriscos muestran los sitios de insercién. Figura adaptada de Martin®. B: estructura de la PRDX5
humana (PDBID 1HD2"®). En verde se destacan los elementos de estructura secundaria pertenecientes
al plegamiento tipo tiorredoxina y en rosa las inserciones, con la numeracion propia de aquellos que se
logra ver en la imagen.

El plegamiento tipo tiorredoxina (Figura 1.3, A) es un motivo estructural que consiste en una
hoja B central formada por cuatro hebras dispuestas de forma antiparalela (B1 — B4), rodeadas por tres
hélices a (a1l — a3). Consta de alrededor de 80 residuos y tiene ciertos sitios en los cuales se
encuentran inserciones de otros residuos segun el tipo de proteina. Ha sido identificado en la
estructura de varias clases de proteinas, por ejemplo: Trx, GRx, m-GST, tiol-disulfuro oxidorreductasa

(DsbA), GPx y Prx®2. En la familia de las Prx se encuentran elementos de estructura secundaria
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adicionales a este plegamiento, formando la arquitectura proteica junto al nlcleo en comun, que
consiste en una hoja B formada por siete hebras y cinco hélices a. En la Figura 1.3, A se muestra la
topologia del plegamiento tipo tiorredoxina y los puntos en donde se encuentran las inserciones de
residuos (*) y en la Figura 1.3, B se muestra la estructura de la peroxirredoxina 5 humana (PRDX5), en
donde se evidencian los elementos de estructura secundaria y terciaria pertenecientes al plegamiento

tipo tiorredoxina y los elementos adicionales.

La estructura primaria de las Prx consta de 160 - 220 aminodacidos. Cuatro de ellos se
encuentran altamente conservados y conforman el sitio activo (Figura 1.4). Tres se encuentran
cercanos en secuencia y conforman el motivo PXXXTXXC (por motivos de practicidad, de aqui en mas
se utilizara indistintamente el cédigo de aminoacidos de una letra o de tres letras), donde la Cys y la
Thr se localizan en la ultima vuelta del extremo N-terminal de la hélice-a2 y la prolina en un loop
previo a dicha hélice. El residuo de treonina se encuentra sustituido por una serina en algunas Prx. El
cuarto residuo es una Arg que se localiza en la hebra-B6°°. Como se menciond previamente, la posicién
de la Cyz en las Prx del tipo 2-Cys es variable, pero en general, se encuentra lejana en secuencia

amionoacidica y en posicidn espacial respecto al sitio activo, con un a distancia a la C, de entre 12 - 15

383,84
AT

Figura 1.4 Estructura representativa del sitio activo de las Prx. Se destaca en representacion
de bolas y varillas los dtomos (sin evidenciar los H) de los residuos conservados Cys, Thr, Arg
y Pro que forman el sitio activo peroxidasa. La numeracidn corresponde a la PRDX5 y los
nimeros pequefios en gris a distancias relativas al &tomo de S de la Cy (en A).
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Con respecto a la estructura cuaternaria, la mayoria de las Prx se encuentran organizadas en
estado oligomérico (Figura 1.5) y sélo algunos miembros de la subfamilia BCP-PrxQ se encuentran
como mondmeros. La formacién de dimeros puede ser de dos tipos, A o B, segun las caracteristicas de
la interfaz que se forma entre los mondmeros constituyentes. En los dimeros del tipo A (Figura 1.5, A),
la interaccidon entre mondmeros ocurre mayoritariamente a través de la hélice-a3; esta interaccidn se
encuentra en las subfamilias Prx5, Tpx, BCP-PrxQ y AhpE de la clasificacion PREX previamente
introducida. Por otro lado, los dimeros del tipo B (Figura 1.5, B) se forman por la interaccién en
disposicion anti-paralela de las hojas B del plegamiento tipo tiorredoxina de los mondmeros
constituyentes, formando una hoja B extendida de 14 hebras. Esta interacciéon se encuentra en las
subfamilias AhpC-Prx1 y Prx6. La unidn de 5 dimeros del tipo B mediante una interfaz del tipo A

genera decameros; este tipo de estructura se encuentra también en las subfamilias AhpC-Prx1 y Prx6.

Figura 1.5 Estructura cuaternaria (estados oligoméricos) en las Prx. A: dimero del tipo A establecido
entre unidades de PRDX5. B: dimero del tipo B establecido en la peroxirredoxina 6 humana (PRDX6). C:
decdmero formado por interaccién tipo A entre dimeros tipo B establecidos en PRDX2. Cddigos PDB de
las estructuras mostradas: A: 2viI3; B: 1prx; C: 1gmv.
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La oligomerizacion de las Prx es afectada por el estado de oxidacion de las Cys cataliticas®, la
concenctracién proteica®’, la presencia de una cola de histidinas®’ y por diversos factores del medio,
como el pH, la fuerza i6nica y la concentracion de fosfato®. Las Prx 2-Cys tipicas son homodimeros
obligados (recuérdese que ya se planted en la seccidén dedicada a las generalidades del ciclo catalitico
gue requieren la participacion en el paso resolutivo de una Ci ubicada en otra subunidad de Ia
proteina respecto a la que lleva la Cp;) que por lo general se encuentran asociados formando
decdmeros®. Se ha visto gue mientras que la oxidacidn de la C, altera la estabilidad de los decdmeros,
favoreciendo su desagregado hacia la forma dimérica®’, su sobreoxidacion los estabiliza® y en algunos

casos hace que la enzima gane actividad chaperona.

El efecto del estado oligomérico sobre la actividad peroxidasa ha sido estudiado para distintas
Prx, incluyendo a la AhpC de Salmonella typhimurium®, Prx1 de Arabidopsis thaliana®™ y PRDX3
humana®. Los resultados de los estudios sobre AhpC y PRDX3 mostraron que la actividad peroxidasa
es mayor cuando las enzimas forman ensamblados de alto peso molecular, mientras que para el caso
de Prx1 se determind lo opuesto. Mediante experimentos de calorimetria desarrollados trabajando
con Prx 2-Cys de plantas y humanos, se determind que la concentracidn critica requerida para formar
oligdmeros se encuentra en el rango 1 - 2 uM, lo cual se toma como indicador de que estas formas de

agregacion son la especie predominante in vivo™.

1.5 Reaccion de peroxidacion

El primer paso del ciclo catalitico, de peroxidacion, es una sustitucion nucleofilica tipo Sy2, con
ataque del tiolato de la C; sobre el perdxido ROOH, que forma 4cido cistiensulfénico (Cp-SOH) y ROH.

Esta reaccién tiene un valor de k elevado, en el rango de 10°-10'M*st%

, 2 a 7 6rdenes de magnitud
mayor que en el caso de la cisteina libre (k = 2.9 M™ s, pH 7.4 y 25 °C)”’. El tiolato de la Cys
considerado como reactivo en este proceso®, es mucho mejor nucledfilo que el grupo tiol, ya que
presenta carga negativa neta y una mayor polarizabilidad sobre el 4&tomo de azufre. Por otra parte,
cuanto menor sea la constante de acidez (o lo que es lo mismo, mayor su pK,) del grupo tiol, mayor
serd la proporcidn de la especie tiolato presente a pH fisioldgico; esto lleva con frecuencia a la

confusién de suponer en andlisis rapido que cuanto mas acido sea un tiol, mas reactivo sera®,

prescindiendo de considerar el efecto que tiene la variacién del pH sobre la nucleofilia del tiolato.

La constante de velocidad independiente del pH para la reaccion de un tiolato RS™ (kg ), es
buen indicador de su reactividad intrinseca, ya que indica cual seria el valor de su k si toda la especie
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se encontrara en la forma mas reactiva (tiolato). k¢ se obtiene dividiendo la constante de velocidad

aparente de la misma reaccién, determinada a cierto pH (kgp) por la fraccién de tiolato presente a ese

mismo pH:
KSH+[H+]
H a
Kps.= kgp <K—§H (1.24)
donde K3H es la constante de ionizacion del grupo tiol en interés.
Hay una relacion lineal empirica entre k¢ y pK, denominada relacion de Brgnsted:
10g kRS- = BnucpKa +C (1-25)

Donde C es una constante y B, la constante de nucelofilicidad, que toma valores de 0 a 1y es la

pendiente del grafico de logkyg_ vs. pK.. De esta manera, la relacion de Brgnsted muestra que, para la
reaccion entre un tiol de bajo peso molecular (LMWT, por su sigla en ingés) y un electréfilo dado, kpq
auementa con la basicidad del tiol o se mantiene constante, pero nunca decrece’®**! (Figura 1.6, A).

Por otro lado, la dependencia de Ia k;’;‘ con el pK, del tiol muestra que la constante de velocidad es

maxima cuando el pK, = pH (Figura 1.6, B), segun:

log kg: = pK, (Bnuc - 1) + C + log ([H*] + K,) (1.26)

s 5 & 7
pK.

a

~n
[
»
@
w4
)

pK,

Figura 1.6. Reduccion de 5,5’-Ditiobis-2-nitrobenzoato por LMWT (nimeros 1 a 21) a pH 7y 30 °C. A:

correlacién de Brgnsted. B: dependencia de kg? en funcidn del pK, del tiol. Extraido de Whitesides et
allOl.

En suma, cuanto menor sea el valor del pK, del tiol, mayor disponibilidad de tiolato habra a pH

7.4, lo que tenderia a traducirse en un aumento de la velocidad de reaccién por la via de una mayor
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concentracidon de la especie mas reactiva del par tiol/tiolato. Sin embargo, en oposicion a esta
tendencia, el tiolato del LMWT sera tanto mas reactivo cuanto mayor sea su basicidad (pK, mas alto).
Por lo tanto, el pK, del tiol debe ser suficientemente bajo para asegurar la presencia de una cantidad
suficiente de tiolato para el ataque nucleofilico, pero la basicidad del tiolato debe estar bien regulada

para asegurar que su reactividad intrinseca y que la reaccién proceda con velocidad apreciable.

Pasando a tioles proteicos, en el caso de las Prx, las C, presentan valores de pK,s en el entorno
de 5%, que indicaria que a pH 7.4 mas del 90% del tiol se va a encontrar ionizado a su forma
tiolato, asegurando asi la presencia de la mayor cantidad posible de la forma mas reactiva de la C, en
la actividad peroxidasa. Si se tiene en cuenta que una cisteina libre presenta un pK, en el orden de
8.3 - 8.5°1% es inmediato inferir que las Prx son capaces de modular la acidez del grupo tiol en gran

medida y se ha propuesto que lo logran a través de:

e [nteracciones electrostdticas de C, con residuos bdsicos protonados cercanos. La interaccién con el
grupo guanidinio de la Arg conservada del sito activo (Figura 1.4) es clave para estabilizar la forma

tiolato™. Para varias Prx se determiné un aumento en el valor del pK, de la Cy al mutar esa Arg por

residuos neutros como Gln o Ala'%"%,

e Redes de enlaces de hidrégeno (EdH). El tiolato puede actuar como aceptor de EdH, que tendran
distancias S...H mayores y angulos S...H-D (siendo D el dador de EdH) menores respecto a los EdH

convencionales formados con dtomos de oxigeno o nitrégeno. Esto se debe al mayor tamafio del

109,110

azufre, asociado a su nube electronica mas extendida . En diversas Prx se ha estudiado la

formacion de EdH entre el tiolato y residuos aminoacidicos y moléculas de agua'®’10®110112,

e Interaccion de C» con el macrodipolo de la a-hélice. Las C, de las Prx se localizan en el extremo
N-terminal de la hélice-a2 (Figura 1.3, B). Resultado de la disposicidn espacial de los dipolos de los
enlaces peptidicos que la forman, la estructura a-hélice genera un macrodipolo con su extremo
N-terminal positivo, dispuesto en una forma tal que seria capaz de estabilizar la carga negativa

113

presente sobre el tiolato . Sin embargo, en hélices expuestas al solvente, este efecto es atenuado

114

por el medio™". Por esto, en muchos casos se considera que no existe realmente un macrodipolo;

varios autores atribuyen el efecto estabilizante de la a-hélice a la formacién de EdH entre el tiolato

106115 v /5 a la formacién de dipolos microscopicos'*® mas

y un grupo amida del esqueleto peptidico
gue a un macrodipolo en si mismo.
e Desolvatacion del sitio activo. La exclusidon de moléculas de agua del sitio activo (detectado en la

mayoria de los sitios activos de Prx depositadas en el PDB) atribuida a la arquitectura del sitio
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100,108

activo reduce la constante dieléctrica del entorno de la Cp respecto al medio acuoso,

incrementando la fuerza de las interacciones electrostaticas y de EdH que establece el tiolato,

100 Este efecto no se aprecia en

acentuando su establizacidn, lo que permite la disminucién del pK,
otras Cys proteicas que no estan protegidas en bolsillos y donde hay acceso de moléculas de agua,

como es el caso de la albuimina sérica humana'"’.

Si bien la disponibilidad de tiolato es importante para la reaccién, el bajo valor de pK, que

tiene la Cp logra explicar solamente un aumento de 10 veces en la velocidad de reduccién de H,0,
. . . . . 2 6

respecto al mismo proceso para el caso de una Cys libre, lo cual deja una diferencia de entre 10° a 10
sin explicar”’. Esto indica que en las Prx el sitio activo y su arquitectura particular tienen funciones
clave en la activacién de la nucleofilia de la Cpy en la estabilizacion diferencial del estado de transicion

(TS) de la peroxidacién respecto al compejo enzima-sustrato, de forma de disminuir significativamente

la barrera energética de la reaccion.

El detalle del mecanismo basico de la reaccién de oxidacién de un tiol por un perdxido ha sido
estudiado por diversos autores, empleando distintos tipos de aproximaciones metodoldgicas:
experimentales, tedricas e integrativas de ambas. En cuanto al modelado computacional, el mismo
constituye una poderosa herramienta para el analisis a nivel de detalle atdémico y electrénico de
mecanismos de reaccidén y las caracteristicas de los TS asociados, junto a las posibles causas de su
estabilizacidn diferencial por efectos del entorno en el que ocurre el proceso. En este sentido, es muy
atil trabajar con modelos materiales representativos de la reaccidn en solucidn y en el sitio activo de la
enzima, donde se puede modificar distintas variables del sistema como la polaridad del entorno

118,119

(representada implicitamente con modelos de dieléctrico continuo como el PCM o explicitamente

19 mecénica cuéntica

a nivel molecular, esencialmente agua descrita a nivel de mecanica clasica (MM)
(QM)™° o mediante hibridos cuantico-cldsico (QM/MM)™!) o la naturaleza del sistema reactivo
incluyendo/excluyendo elementos del medio de reaccidon (como residuos clave) para analizar su
influencia sobre el proceso y su barrera energética.

En 1993, Bach, Su y Schlegel **? publicaron el primer articulo que describe el mecanismo entre

123

un tiol (el H,S) y un peréxido, utilizando métodos ab initio post Hartree-Fock (MP4// MP2°~) en fase

gaseosa e incluyendo los efectos del medio de forma explicita (H,0, y (CH;),0H") e implicita (agua,

119

modelo de continuo SCRF ). La estructura del TS hallada evidencia el ataque nucleofilico del S sobre

el oxigeno proximal del ROOH, ademas, encuentran la posibilidad de catdlisis dcida general y especifica
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por solvente protonado en donde se transfiere un H" al oxigeno distal del ROOH junto con la

transferencia del HO" al nucleéfilo, también estabilizada por el solvente.

Varios afios después, en 2005, Cardey y Enescu utilizaron cdlculos ab initio
(QCISD(T))'**//MP2'*) para estudiar la oxidacién del metanotiolato por H,O, en fase gaseosa e

119,126

incluyendo el medio acuoso de forma implicita a través del modelo PCM . Siguieron la evolucidn

energética a lo largo del caminio de reaccién (IRC*)

y realizaron un andlisis de los enlaces
involucrados en la coordenada de reaccién en el tramo posterior al TS de la misma. Los resultados
permitieron determinar que el camino de reaccidn post-TS combina la transferencia de un oxigeno del
H,0, al S del tiolato, con un desplazamiento de hidrégeno desde ese oxigeno hacia el oxigeno distal del
H,0, y que el medio tiene un efecto importante sobre la barrera energética. Posteriormente, en 2007,
estos mismos autores publicaron un nuevo articulo sobre el mecanismo de esta reaccién'?® en donde
mejoran la descripcién del tiolato para extrapolar el andlisis del proceso reactivo a contextos mas
complejos, como el de los tiolatos proteicos. Describen a la cisteina completa (donde sustituyen los
grupos —NH;"/-COO™ por —NH-CH,/-CO-NH-CH;, respectivamente) y al solvente acuoso implicitamente
con IEF-PCM™'*° a nivel MP2** y con mejora energética utilizando el método integrativo
IMOMO™*"*! (estrategia QM:QM antecesora del método ONIOM™?) que combina QCISD(T)***> con
MP2"*, Un hallazgo relevante de este estudio es la evidencia de un EdH entre el H,0, y el grupo NH de
la cisteina el cual es clave en la disminucidon de la barrera de activacion.

En 2011, Bayse presenta el primer estudio de este tipo de reacciones'* en donde se utilizan

métodos basados en la teoria de funcionales de la densidad (DFT)'*’

aplicando el funcional hibrido
B3PW91"*. Alli analiza la reaccién entre el CH;00H vy la Cys (tiol/tiolato) libre neutra en fase gaseosa e
incluyendo la asistencia de moléculas de H,0 explicitamente. Ademas incluye el estudio de la polaridad

133y diversos solventes como el

del medio utilizando el modelo de solvente implicito COSMO-PCM
agua, clorobenzeno y ciclohexano. El mecanismo mas favorable involucra el ataque nucleofilico del
tiolato concertado con una transferencia proténica desde el —COOH de la Cys al grupo saliente RO™ que
es mediada por agua y presenta un TS tipico de una reaccidon Sy2. Esto evidencia la importancia de
contar con un dador de protones en el entorno de la reaccidn que facilite la salida del grupo RO antes

o después del ataque nucleofilico.

Mas recientemente, en 2012, Zeida et al., estudiaron la oxidacion del metanotiolato por H,0,
(mismo modelo de tiolato que el usado en el primer articulo de Cardey y Enescu) incluyendon=0, 10

4 moléculas de H,0, reiterando el uso de métodos QM (MP2'** y los funcionales PBE™® y B3LYP""13¥)
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en fase gaseosa y condensada (agua) y ampliando la metodologia con simulaciones de dindmica
molecular QM-MM™® a 300 K en condiciones periddicas con solvente explicito clasico (aguas TIP4P™)
y un esquema de muestreo avanzado (umbrella sampling™*') para construir perfiles de energia libre'*.
Determinaron que la interaccidn directa con moléculas de solvente es clave para lograr el
posicionamiento de los reactivos. El seguimiento de la evolucion geométrica y de las cargas atémicas
de Mulliken'® del sistema mostré un TS casi lineal y temprano, donde los procesos de ruptura y
formacién de enlaces 0..0/S..0 son concertados e implican una reorganizacion apreciable de carga

atémica (con efectos sobre el patrén de solvatacion). Como productos de la reaccidon se obtuvieron

H;C-SO" y H,0 debido a que hay una transferencia proténica post-TS.

En ese mismo periodo, en el contexto de mi tesina de graduacidon de la Licenciatura en
Bioquimica'** estudiamos a nivel DFT™® (con el funcional hibrido B3LYP**”**®) la modulacién de la
reactividad del par tiol/tiolato de la Cys y de las caracteristicas del mecanismo de su oxidacién por
H,0, utilizando el mismo modelo de Cys que el usado por Enescu y Cardey en 2007 y realizamos un
barrido de medios de distinta polaridad (e = 1, 4, 20 y 78) descritos a nivel IEF-PCM**. Los resultados
obtenidos mostraron que el tiolato es la especie mdas blanda y reactiva y que el aumento de la
polaridad del medio afecta su fraccion disponible (aumentandola) pero a su vez disminuye su
nucleofilia. El mecanismo de reaccidon también fue consistente con una reaccién del tipo Sy2 con una
transferencia protdnica post-TS, donde la posicién de la misma es modula por la polaridad del medio y
se plantea que corresponde a un punto de inflexidn cresta-valle en la superficie de energia potencial

(Portillo-Ledesma y Coitifio, sin publicar).

En 2014, Bergen, Roos y De Proft presentan un nuevo estudio de la oxidacidon del
metanotiolato por H,0, también utilizando métodos basados en DFT (con el funcional MO6-2X'**) en
fase gaseosa y con correcciones energéticas del efecto del solvente (agua, con cdlculos single-point a
nivel PCM y con radios UAHF**), ademas examinan la influencia de ligandos apolares (CH,) y polares

¥ Los

(H,O y NH3) ubicados en distintas posiciones que podrian “imitar” el ambiente enzimatico
autores encuentran que la forma tiolato es la mas reactiva y que la barrera energética del mecanismo
puede ser disminuida significativamente por intercambio de protones asistido por solvente, tal como
habia observado previamente Bayse'**. De esta manera, el intercambio de protones asistido ayuda a
disminuir la barrera energética cuando la especie que actua es el tiol, por lo que esta alternativa
mecanistica podria ser viable en contextos proteicos con residuos capaces de asistir en el intercambio
de protones. Un buen ejemplo de esto es el estudio integrativo tedrico-experimental de la oxidacidn

117
I

de la Cys34 de la albumina por H,0,, desarrollado por Bonanata et al.””’". Mediante el uso del método
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de modelado mixto QM/MM ONIOM(DFT:AMBER)™? se comprobé que las moléculas de agua tienen
una funcién importante en el mecanismo del proceso de oxidacién por H,0,. Estas permiten que un
residuo del entorno (Asp38) extraiga un protén y ademads forman una caja de agua que acompafia y

estabiliza al hidroperéxido a lo largo de la reaccién.

Con respecto a la reaccion en el contexto especifico de una Prx, también se encuentra registro
de avances en la literatura con respecto a la naturaleza del TS y efectos del entorno que indicen sobre
la eficiencia del proceso. En 2010, mediante el analisis comparado de estructuras cristalograficas de
PRDX5 formando complejos con moléculas que “imitan” a los sustratos perdxidos Hall et al.
propusieron un modelo del TS de la reaccién™'. Este TS presentaria una red de EdH extendida que
involucraria a la Cp, al sustrato ROOH y a los residuos conservados Thr, Pro y Arg (Figura 1.7, A muestra

el complejo enzima-sustrato).
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Figura 1.7 A: estructura propuesta para complejo enzima-sustrato en la reaccion de peroxidacién de
las Prx. Se muestra la red de EdH establecida entre el H,0, y el sitio activo. Extraida de Hall et al. B
secuencia de estructuras propuestas para el complejo enzima-sustrato, TS y complejo
enzima-producto de la reaccién de peroxidacidon (numeracién en base a la secuencia de PRDX5), se
muestran los EdH y las flechas indican el ataque nuclefilico y ruptura del enlace O-O. Extraida de
Ferrer-Sueta et al"®.
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Estas interacciones otorgarian un buen sitio de unién para el perdéxido y permitirian su
correcto alineamiento para el ataque nucleofilico del tiolato de C; (idea acufiada por los autores como
“oxygen track”, camino de los oxigenos) y a su vez, bajarian la energia de activacion del proceso de
ruptura-formacién de los enlaces directamente involucrados en la reaccidon. En 2011 Ferrer-Sueta et
al., también realizaron a partir de la experiencia en el estudio experimental de la cinética y pK;, de
LMWT vy tioles proteicos, incluidas varias Prx, junto al planteo previo de Hall et al. una propuesta
mecanisitica que hipotetiza la unidn del hidroperéxido al sitio activo mediante interacciones de EdH
con la Arg y Thr conservadas (Figura 1.7, B, estuctura A), lo cual causaria la ruptura de los EdH que
estos residuos formaban previamente con la C,. Posteriormente en el TS se plantea la estabilizacién de
los grupos OH* proximal y OH™ distal del perédxido (Figura 1.7, B, estuctura B) y finalmente la formacién
del producto Cp-SOH y estabilizaciéon del grupo saliente OH mediante la Argl27 (Figura 1.7, B,
estructrua C). Esta secuencia de interacciones permitiria la unidn del sustrato al sitio activo y la
activacion de la Cp y del sustrato perdxido'® y presenta algunas variaciones respecto a la propuesta

original de Hall et al.

También en 2011, Nagy, Radom, Winterbourn, et al. realizaron un trabajo integrativo
computacional y experimental cinético, dirigido a explicar la excepcional reactividad de las PRDX2 y 3
frente al H,0, en donde junto a estudios de atividad enzimatica presentan el modelado QM (funcional
B3LYP y correcciones energéticas obtenidas con la estrategia G4'*®) de las especies participantes en la
reaccion en fase gaseosa con posterior correcciones por solvente calculadas a nivel
CPCM'™°/UAHF'® (en agua y en un medio de menor polaridad como representativo de la enzima).
Se utilizé un sistema molecular recortado, en el cual incluyen un grupo guanidinio (Gua®) para simular
el efecto de la arginina conservada y una molécula de HF o H,0 para simular escenarios de catalisis por
acidos de Lewis. Sus resultados muestran el efecto esencial de la Arg en la catdlisis de la reaccion,
atribuyendo una funcién catalitica a los grupos que donan EdH al S de la C, y a los dos atomos de
oxigeno del peréxido™. En base a esto y a los resultados experimentales propusieron un mecanismo
(Figura 1.8) en donde las dos Arg del sitio activo actian donando EdH a los oxigenos del perdxido,

haciendo que el O proximal sea mejor electréfilo y facilitando la salida del OH™
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Figura 1.8. Propuesta mecanistica de la oxidacion de la C; en PRDX2 y PRDX3 con dos

Arg conservadas en el sitio activo. Tomada de Nagy, Radom, Winterbourn, et a/*>*

Posteriormente, en 2014, Zeida et al. presentaron el estudio de la reaccién en la enzima AhpE
mediante simulaciones umbrella sampling QM/MM-aditivo, incluyendo en la regién QM (funcional
PBE'*) al sustrato H,0,, y las cadenas laterales de la Cp y la Arg conservada del sitio activo™.
Determinaron que la aceleracién de la reaccion por parte de la prtoeina no seria debida a que el
mecanismo en si mismo sea distinto al planteado para la cisteina libre en solucién, sino a que el sitio
activo logra a través de EdH, estabilizar diferencialmente el TS con respecto al complejo de reactivos y
ademas activa a la C, y al perdxido (Figura 1.9). La proteina logra bajar significativamente la entalpia

de activacién con un efecto entrdpico desfavorable en comparacién con la reaccion no catalizada.

Figura 1.9 Estructura del TS en la oxidacion por H,0, de la AhpE. Se muestran
en punteado las interacciones por EdH establecidas en el sitio activo. Extraido
de Zeida, et al**.

Ese mismo afio Olah et al. estudiaron la forma reducida (tiolato) y oxidada (sulfenato) de la

PRDX2™?, realizando simulaciones de dindmica molecular cldsica con posterior optimizaciones
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QM/MM describiendo a los residuos del sitio activo (Tyr4d3, Pro44, Thr48, Val50, Arg127 y a la Cp) con
el nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p). Ademas estudiaron como sistema modelo al metanotiolato y
metanosulfenato en presencia de diferentes ligandos (CH,, C,H,, H,O, NH;, CH;COOH, CH;OH,
CH3;CONH,, 2 CH,, 2 C,H,) optimizados en fase gaseosa a varios niveles de teoria (B3LYP, M06-2X y
MP2) con posterior mejora energética en distintos solventes (¢ = 4, 10 y 20) tratados a nivel PCM y
radios UAHF*®. Los resultados muestran como dieferentes elementos enzimaticos en su conjunto

permiten optimizar la termodindamica de la peroxidacion.

Como se menciond previamente, el nimero de sustratos y rango de constantes de velocidad
para la reaccion de perooxidacion es bastante amplio, lo cual indica que las peroxirredoxinas

153-156

presentan diferentes especificidades por los hidroperdxidos . Resultados recientes provenientes

de un abordaje experimental y de modelado computacional con simulaciones QM/MM de umbrella

! de la unién de diversos sustratos (hidroperéxidos derivados de acidos grasos y H,0,) a la

sampling
enzima AhpE indican que dicha especificidad no es debida a que el mecanismo sea diferente sino a que
ciertos sustratos se acomodan mejor en el sitio activo con una unién mas fuerte, modificando la
dindamica de la enzima. Estos ligandos que son reducidos mas eficientemente presentan un aumento
significativo en su entropia de activacion con respecto a aquellos que no son eficientemente reducidos

(AS” = 27 cal/Kmol entre el hidroperdxido derivado de 4cido graso y H,0,) **.

1.6 Reaccion de resolucion y transicion fully folded < locally unfolded

A®15819 entre i (Figura 1.10),

En las Prx del tipo 2-Cys las Cp y Cg se encuentran a unos 13 - 15
por lo tanto, para que ocurra la formacién del enlace disulfuro Cp-S-S-Cj (reaccién de resolucion) debe
haber un cambio conformacional en la enzima que las acerque. Este cambio se conoce como transicion
fully folded <> locally unfolded y tiene asociado una constante de equilibrio K, definida como el
cociente entre la concentracidon de enzima en conformacion locally unfolded (LU) y la concentracién
de enzima en conformacion fully folded (FF). Estos estados conformacionales fueron descritos por
primera vez en la enzima AhpC por Wood, et al.®'. Mediante la resolucién por cristalografia de rayos X

determinaron que el loop que involucra a la cisteina peroxiddtica adoptaba distintas conformaciones,

las cuales a su vez estan asociadas al estado oligomérico de la proteina.

En la conformacion FF, el sitio activo se encuentra estructurado, con la C, en el fondo de un
bolsillo, localizada en el extremo N-terminal de la hélice-a2 y rodeada por los residuos conservados

Thr y Arg (Figura 1.10). Esta conformacion se observa mayoritariamente en estructuras cristalograficas
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de Prx reducidas o sobreoxidadas, pero también se ha observado en PRDX6 y AhpE con la C, oxidada a
acido sulfénico™. Por otra parte, cuando la enzima se encuentra oxidada a estado disulfuro, el sitio
activo adopta la conformacién LU, caracterizado por presentar el extremo N-terminal de la hélice-a2

y el segmento C-terminal desenrollados y el enlace disulfuro expuesto al solvente (Figura 1.10).

Regi6n N-terminal Region C-terminal
de la hélice a2

Figura 1.10 Conformaciones FF y LU de PRDX5. lzquierda, PRDX5 reducida en conformacion FF, PDBID
1HD2. Derecha, PRDX5 oxidada en conformacion LU, PDBID 2VL2. Se observa la posicion de la Cp y Cy
en la enzima reducida y la formacién del enlace disulfuro en la enzima oxidada.

El hecho que ambas conformaciones se encuentren en un equilibrio dinamico,
independientemente del estado de oxidacién de Cp, 0 que Cp-SH y Cp-SOH se encuentren atrapadas en

84162 | 3 dindmica de la

las conformaciones FF y LU respectivamente, es algo muy discutido en literatura
transicion conformacional se ha estudiado Unicamente para la PrxQ de Arabidopsis thaliana,
perteneciente al grupo de Prx 2-Cys atipicas'®. A través de estudios de resonancia magnética nuclear
(RMN) de relajacién de spin los autores observan una dindmica conformacional extensa en ambos
estados de oxidacidn, pero es extrema en la enzima reducida, lo que indicaria que la conformacion FF
es mas desordenada que la LU. Ademds determinaron una constante de velocidad global para el
intercambio conformacional (key) de 1650 130 s, lo cual indicaria que el mismo no es limitante para
la catélisis enzimatica El resto de la evidencia proviene del analisis de estructuras de rayos X**. La
resolucidn de estructuras cristalograficas de PRDX4 humana en estado reducido y oxidada a sulfénico
mostré que la conformacion LU solo se alcanza cuando la enzima esta oxidada a sulfénico, indicando
que la sulfenilacion de C, favorece la forma LU. Por otra parte, la reducciéon con el reductor no

especifico ditiotreitol (DTT) de cristales de AhpC oxidados a disulfuro permitié resolver la estructura LU

con G reducida, lo cual segun los autores, indicaria que el equilibrio FF¢<>LU es independientemente
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del estado de oxidacidn de la C,'®%. A su vez, estos experimentos permitieron revelar que el desplegado
del extremo C-terminal y el N-terminal de la hélice-a2 no estdn coordinados entre si, ya que se
encontraron cristales en dénde el extremo C-terminal se encuentra desplegado pero no asi el N-

terminal de la hélice a2.

El equilibrio FF<>LU puede ser alterado, favoreciendo una u otra conformacién por diversos
factores. Por ejemplo, las modificaciones post traduccionales, mutaciones puntuales, o eliminaciones
qgue ocurran en el extremo C-terminal o que afecten dicha regién desorganizando su plegamiento van

164717 Las Prx de 2-Cys tipicas eucariotas y algunos protozoarios pardsitos presentan

a aumentar la Ky
el motivo conservado GGLG, localizado en un loop entre la hélice a4 y la B5 y el motivo YF en la hélice
adicional a7, localizada en una extension del extremo C-terminal®. Wood et al. postularon que la
presencia de dichos motivos enlentece la transicién hacia la conformacién LU, por lo que el C,-SOH se
encontraria mas tiempo en la conformacion FF, favoreciendo la reaccién con una segunda molécula de

peréxido®. De esta manera la transicion FF¢<>LU estria directamente relacionada con la sensibilidad a

sobreoxidarse de las Prx.

La reaccién de resolucion es de primer orden en todas las Prx. En el caso de Prx 2-Cys atipicas,
ambas Cys se encuentran en la misma cadena polipeptidica, mientras que en las Prx 2-Cys tipicas la Cp
y Cr se encuentran en distintos mondmeros, pero el dimero tiene una gran estabilidad. La constante de

168-170

velocidad (k;.s) se ha determinado para varias Prx humanas y para AhpC'' de Salmonella
typhimurium, obteniéndose valores entre 0.25 - 20 s en las Prx humanas y 76 s para AhpC. La
constante de velocidad para la misma reaccién, pero entre acido cisteinsulfénico libre y cisteina (kss),
se determind en primera instancia por Luo et al. con un valor de 720 + 70 M™ s* a 25 °Cy pH 62
Dichos resultados fueron criticados por Ashby y Nagy debido a que los cursos temporales no coinciden
con el modelo propuesto por los autores'’®. Posteriormente, estos autores estudian la reaccidn
utilizando espectroscopia electrénica, y ajustan los datos a un nuevo modelo. Obtienen una constante
de velocidad con un limite inferior de 10° M™ s, la cual es mucho mas elevada que la reportada

7% Desde el lado computacional Bayse estudié la formacién del

previamente por Luo y colaboradores
disulfruo entre Cys y CysSOH a nivel DFT**?, determinando una barrera de activaciéon en agua de 12.5

kcal/mol que es menor en solventes no polares.

M3s alla de las discrepancias en cuanto al valor de la kgg, cualquiera de los dos datos resultan
ser significativamente mayores a los valores de k.., reportados para las distintas Prx. El

enlentecimiento de la reaccidén de resolucidon en las peroxirredoxinas, que es mayor en las Prx
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humanas podria indicar la ganancia de una ventaja evolutiva. El H,0, es una molécula involucrada en
diversas vias de sefializaciéon y la acumulacion de Prx oxidada a sulfénico permitiria la reaccion entre el
H,0,y moléculas blanco que en presencia de Prx no serian capaces de competir por el H,0,'”. Por otra
parte, la acumulacién de Prx en estado sulfénico podria permitir la formacion de disulfuros mixtos con

proteinas blanco, actuando asi como sensores y transmisoras de sefiales mediadas por H,0,".

1.7 Sobreoxidacion

La sobreoxidacién, como se menciond previamente, ocurre cuando el derivado 4cido
cisteinsulfénico Cp-SOH, reacciona con una segunda molécula de perdéxido para dar &cido
cisteinsulfinico (Cp-SO,(H)), el cual puede a su vez sufrir sobreoxidacidon adicional por una tercera
molécula de perdxido, dando acido cisteinsulfénico (Cp-SOs(H)). Esta reaccion genera una Prx
cataliticamente inactiva, ya que no puede ser reducida por tiorredoxina para comenzar una nueva
ronda de catalisis. Se ha propuesto que la enzima se debe encontrar en la conformacién FF para que el
Cp,-SOH se sobreoxide, ya que la resolucién de estructuras de Prx sobreoxidadas muestran el sitio

19177178 también se ha observado dicha conformacidn en la estructura de

activo en conformacién FF
Prx3 de Vibrio vulnificus que presenta la C, mutada por un Asp, el cual simula a la cisteina
sobreoxidada'’®. La transicién hacia la estructura LU haria gue el C,-SOH ya no se encuentre en el
ambiente dptimo para reaccionar con una segunda molécula de perdxido y favoreceria la reaccién de
resolucidn, pero no hay evidencia directa de que el C,-SOH reaccione con perdxido Unicamente en la

enzima en conformacion FF y no LU, en principio ambas reacciones serian posibles.

La constante de velocidad de sobreoxidacion (ksgx) se ha determinado para las Prx humanas
PRDX2 y PRDX3"°, y la Prx bacteriana AhpE'®. Los valores de ksox para las Prx humanas se encuentran
en el orden de 10* M™ s, mientras que para la Prx bacteriana el valor baja significativamente a 40 M™
s, Si bien todas las Prx podrian sufrir sobreoxidacién, algunas son inactivadas a concentraciones de

180,181 . . 2
03180181 ' mientras que otras son menos sensibles®.

peréxido de hidrégeno en el rango submilimolar
Experimentos en donde se somete la PRDX1 a altas concentraciones de H,0, demostraron que la
inactivacién es mucho mas eficiente cuando la enzima se encuentra pasando a través del ciclo
catalitico. Su incubacién con 1 mM de H,0, no causa inactivacion significativa, sin embargo si se incuba
con el sistema tiorredoxina (Trx, TR) y NADPH, si se observa una inactivacién, reflejada en el

enlentecimiento del consumo de NADPH'®. Esto se explica por el hecho de que Unicamente el Cp-SOH

es el que se sobreoxida.
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En cuanto al mecanismo de la reaccion, poco se ha reportado en literatura. Para la reaccién en
el contexto proteico no hay antecedentes y para LMWT existe Unicamente el trabajao de Bayse
mencionado previamente®>. Reporta la sobreoxidacién del acido sulfénico de la Cys a sulfinico y a
sulfénico utilizando métodos basados en DFT. Los resultados muestran que la sobreoxidacién a
sulfinicio y en menor medida a sulfénico es sensible a la polaridad del entorno, los entornos polares
ayudan a la estabilizacidon de la carga negativa del TS disminuyendo la barrera ~5.5 kcal/mol. Por lo
tanto las Cys proteicas expuestas al solvente o adyacentes a residuos polares serian mas propensas a

sobreoxidarse.

Wood et al. propusieron los términos “sensibles” y “robustas” para clasificar a las Prx segun el
grado de susceptibilidad a sobreoxidarse que presenten®. En dicho articulo analizan las secuencias
aminoacidicas y estructuras cristalograficas de Prx 2-Cys sensibles y robustas. Determinando que la
presencia de los motivos GGLG y YF son responsables de dicha sensibilidad. Se postula que el motivo
YF en la region C-terminal se empaqueta sobre el sitio activo en conformacion FF, lo que retrasa la

6162 Fota

transicion hacia la conformacion LU, afectando la velocidad de la reaccién de resolucién
hipdtesis coincide con diversos estudios que muestran como las modificaciones post traduccionales'®*
o mutaciones/truncaciones'®**® de dicho motivo o de residuos cercanos'® afectan la sensibilidad de la

enzima a sobreoxidarse.

Debido a que el Cp-SOH es el reactivo comun al paso de resolucion y sobreoxidacion, se puede
decir que ambas reacciones se encuentran en competencia. La ruta que tome durante el ciclo catalitico
depende de la velocidad de formacién del enlace disulfuro, dada por 4..s[LU] y de la velocidad de
sobreoxidacién, dada por ksox[FF][ROOH]. Debido a que la formacion del disulfuro requiere a la
enzima en conformacién LU y la reaccion de sobreoxidacién a la enzima en conformacién FF, la K}y va
a tener un rol clave en favorecer una u otra reaccion. Wood et al. propusieron que la fraccion de
proteina inactivada en cada ciclo catalitico va a ser igual al cociente entre la velocidad de

sobreoxidacién y la suma de la velocidad de sobreoxidacién y de resolucion®:

fow= ksox[FF][ROOH] 2
inact™ ksox [FF][ROOH]+ kes[LU]

o lo que es lo mismo,

- ksox[ROOH] e
inact™ ksox[ROOH]+ kpos K1y

Si se considera que la fraccion de inactivacidn es pequeiia, <0.1, se puede reescribir la ecuacién como:
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¢ ksox[ROOH] (1.29)
inact kresKLU

A través de esta ecuacién se evidencia que a una dada ksgx Y Kpes, 12 finact V@ @ incrementar a medida
gue se estabilice la conformacidn FF y que cualquier factor que afecte el equilibrio FF<&>LU va a influir

en la sensibilidad a sobreoxidarse de la Prx.

La mayoria de Prx que presentan los motivos YF y GGLG, y son mas sensibles a la
sobreoxidacidn son humanas y pertenecen a la subfamilia de AhpC-Prx1. A su vez, son las Unicas
peroxirredoxinas que pueden ser reducidas del estado sulfinico a sulfénico mediante la accidn de la

enzima sulfirredoxina (Srx)'**'®°.

Una reaccion muy costosa energéticamente ya que requiere la
transferencia del fosfato y de la adenosina trifosfato (ATP) al oxigeno del sulfinato, el cual es seguido
por el ataque de la cisteina catalitica de la Srx sobre el azufre del sulfinato, formando un tiosulfinato y
liberando un grupo fosfato. La resolucién de una estructura cristalografica del complejo covalente Prx-
Srx mostrd que la region C-terminal de la Prx se despliega por completo, permitiendo la yuxtaposicion

del motivo GGLG con el de unién a ATP de Srx, el cual es clave para la interaccion™®.

El hecho de que la sensibilidad a la sobreoxidacidn sea mayor en peroxirredoxinas humanas
hace pensar que dicha caracteristica fue seleccionada evolutivamente en los organismos eucariotas y

se la relaciona con la sefializacién a través de peréxido de hidrégeno, lo que dio lugar al desarrollo de

726

la hipdtesis “floodgate””. Esta teoria indica que para que el H,0, pueda actuar como mensajero a nivel

celular, debe ocurrir la inactivacion de las peroxirredoxinas cercanas a la fuente de produccion de
H,0,, de forma tal de que su concentracién pueda aumentar localmente. La inactivacion de las Prx

permitiria la acumulaciéon transitoria de H,0, y su reaccidn con diversos tioles proteicos”s, como las

190

fosfatasas de tirosina'®’, fosfolipasas'®, genes supresores de tumores'®® y quinasas’®. La reaccién del

H,0, con estas moléculas blanco es mucho mas lenta que con las Prx™* por lo que la inactivacién por
sobreoxidacion es clave para que ocurran dichas reacciones. También se ha propuesto que la

inactivacién de las Prx permitiria que el sistema reductor Trx-TR repare otras proteinas oxidadas

192

durante el estrés oxidativo, lo cual seria clave en la sobrevida celular™. Otra de las hipdtesis es que la

sobreoxidacidn generaria una ganancia de funcidn en las Prx ya que promueve la formaciéon de

3

.. 1 .
agregados de alto peso molecular con actividad chaperona'® o seria importante para adaptar la

funcién de la peroxirredoxina al ritmo circadiano™*'.
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1.8 Reduccion de peroxirredoxinas

Esta reaccion involucra la reduccién del enlace disulfuro en las Prx 2-Cys y la reduccion del

Cp-SOH en las Prx 1-Cys.

En el caso de las Prx 2-Cys, el reductor fisioldgico por excelencia es la Trx, si bien para algunas

196197 "|a reaccién de intercambio tiol disulfuro comienza por el

Prx existen reductores especificos
ataque nucleofilico de la cisteina N-terminal del motivo conservado CGPC de la Trx sobre la Cy del
enlace disulfuro Cp-S-S-Ci de la Prx. Una vez que se forma el disulfuro mixto Prx-Trx, la reaccion se
resuelve por el ataque nucleofilico de la cisteina C-terminal sobre la N-terminal del motivo CGPC. Este
mecanismo fue verificado por la resolucién de estructuras cristalograficas del complejo Trx-Ahp1™®,
por espectrometria de masas de fragmentos proteoliticos del complejo triparredoxina peroxidasa-

triparredoxina™ y el estudio mediante el uso de mutantes del complejo AhpC-AhpF>®.

Desde el lado del modelado, en el Laboratorio de Quimica Tedrica se estudid la reaccién de
intercambio tiol-disulfuro entre el HS y la cistina utilizando métodos basandos en DFT*’. Los
resultados mostraron un estado de transicidn lineal concertado, consistente con un mecanismo tipo
Sn2. Con respecto a la reaccion en entorno proteicos, el grupo de Maria J. Ramos estudié la reduccion
de un dimetiltiol (H;C-S-S-CH;) por el tetrapéptido CGGC, que simula al sitio activo’®. Realizaron
calculos QM con métodos basados en DFT y optimizaron las estrucutras en fase gaseosa incluyendo

% Los resultados indicaron que la enzima relaiza

posteriormente los efectos del solvente con COSMO
una estabilizacidon diferencial de las Cys involucradas en la catalisis que es capaz de romper la
termoneutralidad observada en este tipo de reacciones en donde todas las especies quimicas
involucradas son las mismas. En el mismo sentido, Roos et al. estudiaron con simulaciones de dindmica
molecular y calculos basados en DFT la disociacion del enlace disulfuro mixto Prx-S-S-Trx,

determinando que la Cys C-terminal del motivo CPGC es activada por EdH especificos formados con los

grupos amida del esqueleto peptidico luego de un cambio conformacional®®.

La eficiencia del intercambio tiol-disulfuro, ademds de depender de factores que afectan la
cinética y termodindmica de la reaccién, como el pK, de la Cys N-terminal del motivo CGPC, la
estructura del TS, las cargas de los aminoacidos vecinos, las restricciones estéricas’™, dependerd de
una interaccién Trx-Prx dptima, que asegure proximidad fisica y una complementariedad fisicoquimica
que permita que ocurra la reaccidn. Por ejemplo, en la enzima TSA1 se ha estudiado como la mutacidn

de los residuos Glu50 y Argl46 afecta la topologia de la superficie de la enzima, lo cual impide su
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reduccién eficiente por la Trx*®. Por otro lado, el estudio de una Prx 2-Cys de plantas reveld que hay
ciertos residuos implicados en la interaccién con Trx y que la oligomerizacién de la Prx desfavorece su
interaccion con la Trx®. La cinética de la reaccién de reduccién no ha sido ampliamente estudiada, y en
literatura se reportan las constantes de velocidad de segundo orden para algunas Prx, las cuales se

encuentran en el orden de 10° - 10° M s 63168206

La estructura de la Trx en estado reducido y oxidado es muy similar, sin embargo deben existir
diferencias que hagan que las proteinas oxidadas se unan a Trx(-SH), y no a Trx(SS). Un aspecto clave
es la superficie hidrofdbica, ya que se ha visto que la mutacidn de un residuo de Gly por Asp en Trx de

27 por otro lado, la resolucién del

E. coli inhibe su interaccidon con la proteina gen 5 del fago T7
complejo Trx-NFkB también mostré que las interacciones hidrofdbicas, electrostaticas y enlaces de
hidrégeno con la Trx(-SH), son clave en la especificidad de la reaccién’®. Mediante estudios de
fluorescencia se determiné que el pasaje de estado oxidado a reducido de Trx estd acompafiado de un
cambio conformacional localizado cerca del sitio activo. Este cambio conformacional podria favorecer
la union preferencial de la Trx reducida a las proteinas oxidadas a disulfuro, y la forma oxidada de Trx a
la tiorredoxina reductasa®®.

La reduccién de Prx por Trx esta implicada en vias de sefalizacidon redox ya que se han

identificado varias proteinas que son reguladas por Trx**°

. Un sistema que se ha estudiado mucho es la
regulacion de la quinasa reguladora de la apoptosis (ASK1). Unicamente la Trx1 reducida es capaz de
unirse a ASK1, inhibiendo su funcién. Una vez que se oxida lo libera, activando la ruta de apoptosis
dependiente de ASK1'°. Otra regulacién redox ejercida por Trx es la activacién del factor de

transcripcion NF-kB; su unién al ADN blanco requiere la reduccién de un enlace disulfuro®™.

En el caso de las Prx 1-Cys, la identidad del reductor es mds versatil. En primera instancia se
crefa que Unicamente podian ser reducidas por agentes que tuvieran tioles*”?, pero posteriormente se
descubrié que el ascorbato también es capaz de reducir el C,-SOH formado por la reaccién de
peroxidacidn, con una eficiencia catalitica similar a la reportada para procesos dependientes de
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tioles™ (ec. 1.30). Su capacidad de reducir cisteinsulfénico también fue reportada para la

gliceraldehido 3 fosfato deshidogenasa (GAPDH)™*.

Prx(-CpSOH) +ASC — Prx(-CpSH)+DHA+ H,0 (1.30)
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Lo Conte y Carroll realizaron una propuesta mecanisitica’”®> que indica al carbono 2 del
ascorbato como nucledfilo atacando al &tomo de azufre del acido sulfénico, liberando OH" y formando

un aducto que luego se fragmenta dando como productos tiol y dehidroascorbato (Figura 1.11).

R
\ (0]
O-H
R-sq O;H & 0 o}
] ] 0 0
(oH+ )T oH — o 2% + RSH
0%o” X OH O=\-oH OH
OH OH

Figura 1.11 Mecanismo de reduccién de cisteinsulfénico por ascorbato
propuesto por Lo Conte y Carroll.

En estudios cinéticos mads recientes se reportaron las constantes de velocidad de segundo
orden para la reaccidn entre el ascorbato y varias Prx del tipo 1-Cys, las cuales se encuentran en el
orden de 10°M™ s*2*_ En el caso de los reductores tidlicos, el tiol fisioldgico mas comun es el GSH, y el
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enlace disulfuro mixto Prx-SSG es reducido por la m-GST* o por la TR*. En el caso de M. tuberculosis,

recientemente se determiné que el sistema reductor de AhpE es el micotiol (MSH) que actida junto a la
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micorredoxina-1 (Mrx1) y a la micotiol disulfuro reductasa (MR)“". Si bien las Trxs son excelentes

reductoras de disulfuros, se conocen casos en que son capaces de reducir el acido sulfénico formado

en Cpm.

1.9 PRDX5 y PRDX6: ejemplos de Prx 2-Cys atipicay 1-Cys

La peroxirredoxina 5 tiene una amplia localizacidén sub celular, se encuentra en el citosol y en
organelos como la mitocondria (presenta secuencia de localizacién mitocondrial en el extremo N-
terminal®®), peroxisomas (presenta secuencia SQL en el extremo C-terminal®*') y ntcleo.

Se han reportado estructuras tanto de la enzima reducida’®**

como oxidada, en donde se
. . ., . . 158 eie s . .
evidencia la formacién del enlace disulfuro intramolecular™®, lo que permitié confirmar el mecanismo
propuesto por Seo y colaboradores que la asignaba al grupo de Prx 2-Cys atipicas*?. En solucién se
encuentra asociada en forma de dimeros tipo A independientemente del estado de oxidacion, en los
cuales la hélice a3 de un mondmero se encuentra en contacto cercano con la hélice a5 del otro. El sitio

activo esta conformado por la Cys47 (Cp), Thrd4, y Argl27,y la Ci corresponde al residuo Cys151.
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La cinética de peroxidacion fue estudiada por primera vez por Dubuisson et al., determinando

1228 posteriormente Trujillo et al.,

una Kk para la reduccién del peroxinitrito del orden de 10’ M™ s
estudiaron la reduccién de diversos peréxidos (k en el orden 10°- 10’ M™ s), la oxidacion de Trx2 (k =
2 +0.5x 10° M s) y la formacién del enlace disulfuro (k = 12 + 1 s™), utilizando como reportero el
cambio en la fluorescencia intrinseca de la proteina que acompana al cambio en su estado de
oxidacion'®. El tiol de la Cp, al igual que los de otras peroxirredoxinas es un tiol acido, lo cual asegura
una mayor proporcién de tiolato al pH 7.4. Su pK, se determind a través de la reaccidon con H,0,,
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obteniéndose un valor de 5.2 y a través de la reacciébn con el alquilante de tioles

104

monobromobimano, obteniéndose un valor de 4.77". Por otro lado, la Cy presenta una acidez tipica de

104 "En una etapa previa a mi doctorado estudiamos el efecto de

una cisteina libre, con un pK, de 8.8
mutar los dos residuos del sitio activo Thrd4 y Argl27 en el pK, y nucleofilia intrinseca de la Cp, asi
como en la reaccion de reduccién de H,0,"”. Los resultados obtenidos mostraron que la Argl27 esta
implicada en la disminucion del pK, de la C, (pK, de la mutante 6.1) y es esencial para la reaccion de
peroxidacion, ya que la constante de velocidad de ese paso se torna 0.65 + 0.01 M™ s™*. La mutacién de
la Thrd4 también afecta la constante de velocidad de la reaccion, pero en menor medida (k=4.0+ 0.1
x 10°M™ s). El efecto mas grande se observa en que la nucleofilia intrinseca de la C, en esta mutante
es unas 80 veces mayor que lo esperado segln su pK, (3.7), mientras que en la enzima wild type es

unas 25 veces. Esto indica que la funcion de la Thr44 es la de mantener la nucleofilia de la C; baja en

ausencia de sustrato, por lo tanto es importante en la especificidad de la enzima.

Con respecto a la sensibilidad a la sobreoxidaciéon, PRDX5 es menos sensible que el resto de las
Prx de 2-Cys de mamifieros®® y no es devuelta al estado sulfénico por la sulfirredoxina®®>. Esto puede
ser atribuido al hecho de que PRDX5 no presenta los motivos YF y GGLG que estan implicados en la

sensibilidad a la sobreoxidacién de las peroxirredoxinas.

La PRDX6 es la Unica peroxirredoxina perteneciente al grupo de 1-Cys en mamiferos®*®. Su
localizacién subcelular es muy amplia, ya que se encuentra en todos los organelos’. En solucién se
encuentra como homodimero tipo B, con una interfaz estabilizada por los residuos hidrofdbicos
Leul45, llel147, Leuld8 y Pro150%7"**°, Su estructura se ha resuelto en primera instancia en forma
oxidada a sulfénico’® y més recientemente se ha resuelto en forma reducida y sobreoxidada a 4cido
sulfinico™®. Es una proteina versatil, ya que ademas de poseer actividad peroxidasa, a pHs &cidos
presenta actividad fosfolipasa A2 independiente de Ca®* (PLA2)**°. La C, se encuentra en la posicidn 47,
y en las posiciones 30 - 34 se localiza el motivo lipasa GXSXG, en donde la Ser32 actda como nucledfilo
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catalitico en la reaccion de hidrélisis del lipido™" (Figura 1.12). Ademas del residuo de Ser, se identificd
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a la His26 como involucrada en la unién de la proteina a la superficie de los liposomas y al residuo
Asp140 como involucrado en la catélisis®*. Se ha propuesto que tanto la actividad preoxidasa como
fosfolipasa dependen del pH del medio, a pH dcido PRDX6 se unen fosfolipidos reducidos y actia como
fosfolipasa, mientras que a pH citosdlico se une a fosfolipidos oxidados y actia como peroxidasa®>.
Los sitios cataliticos peroxidasa y lipasa se encuentran a unos 25 A entre si (distancia entre los Co de la

Cr y la Ser32) (Figura 1.12), por lo que no se espera que haya una interaccion directa entre ambos.

El sitio peroxidasa estd conformado por la Cys47 (Cp), Thrd4d, His39 y Argl32 (Figura 1.12).
Basandose en la estructura cristalografica Rhee y colaboradores propusieron un mecanismo para la

reaccién de peroxidacion, en la cual la His39 desprotona al tiol de C, y junto con la Arg132 estabilizan
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su carga negativa, lo cual permite que se encuentre en forma de tiolato®’. La constante de velocidad

de reduccién de H,0, y ONOOH se han determinado para la PRDX6 de rata, obteniéndose valores de
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3.4x 10’ y3.7x 10° M?ts? respectivamente”™”. La C;, al igual que en el resto de las Prx, es una cisteina

234

acida con un pkK, de 5.2°°". Se ha estudiado para la PRDX6 bovina la sobreoxidacién por H,0, y ONOO

encontrandose que ambas proceden de forma lenta y a concentraciones de peréxido muy elevadas®.

LS

Figura 1.12. Estructura dimérica de la PRDX6 (PDBID: 1PRX). En bolas y varillas se muestran los sitios
activos peroxidasa y fosfolipasa de ambos mondmeros y con linea punteada la distancia entre los Ca
de Cp y la Ser32.
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Se han detectado diversas modificaciones post traduccionales en PRDX6 que afectan de una u
otra forma su actividad. Por ejemplo, el residuo de Thr177 es fosforilado por la MAPK en células
alveolares de ratén y dicha modificacién aumenta la actividad fosfolipasa de la enzima®®. El aumento
en la actividad PLA2 es atribuido a que la fosforilacion genera un cambio conformacional en Ia
proteina, llevandola a una estructura tipo “molten globule”, la cual seria mas favorable para la unién

de los fosfolipidos?****’

. Otra modificacién caracterizada en PRDX6 es la glicacidon por metilglioxal, que
da lugar a la formacién de argpirimidina, un aminoécido modificado de la arginina®®. También se ha
reportado la formacidon de N-(hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-ornitina (MG-H1), en la Argl32 de
PRDX6, otro derivado de la reaccién entre el metilglioxal y el grupo guanidino de la arginina, lo cual

239 Estas modificaciones

explica la disminucidon observada en la actividad peroxidasa de la enzima
ocurren en contextos en los cuales los ratones sometidos a condiciones de hiperglicemia y se

relacionan con un retardo en la sanacion de las Ulceras gastricas diabéticas.
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Capitulo 2: Objetivos
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Objetivo General

En el transcurso de esta tesis de doctorado se buscd profundizar en aspectos tanto
mecanisticos como estructurales de las peroxirredoxinas 5 y 6 humanas. Para esto se utilizd una
combinacion de técnicas del modelado computacional y experimentales, de forma tal de abordar cada

uno de los objetivos especificos de la manera mas completa posible.
Objetivos especificos

# Estudiar el mecanismo detallado a nivel atémico y electrdnico de la reaccién de reduccidn de H,0,
por PRDX5, determinando la funciéon de los residuos conservados del sitio activo Th44 y Argl127.

# Determinar los factores moleculares (oxidacién y protonacion de la Cp) que disparan la transicidn
hacia la conformacién locally unfolded en PRDXS5.

# Estudiar el paso resolutivo y de sobreoxidacion de PRDX5, determinando las constantes de
velocidad asociadas y los pK, de C,-SOH y Cz-SH junto a su dependencia con la conformacién
proteica y residuos del entorno.

# Determinar la funcién de los residuos conservados del sitio activo Thr44 y Argl27 en la reaccidn
de reduccién de PRDX5 por Trx2.

# Estudiar el mecanismo detallado a nivel atdmico y electrénico de la reaccidon de reduccién del
acido cisteinsulfénico por ascorbato en solucién y en la enzima PRDX6.
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Capitulo 3: Mecanismo de reduccion

de H20: por la Cp de PRDX5 y funcion

de los residuos conservados Thr44 y
Argl127.
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Resumen del capitulo

Los residuos conservados del sitio activo Thrd4 y Argl27 involucrados en la triada catalitica
han sido ampliamente estudiados a través de abordajes experimentales y tedricos, ya sea en PRDX5 u

78,107,108,111,112,240-244
otras Prx

. Su mutacién por residuos con distintas propiedades fisicoquimicas, como
su carga, la capacidad de establecer EdH y/o su volumen permitié determinar su importancia y funcion

en la catalisis enzimatica.

En el presente capitulo se presenta el estudio del mecanismo a nivel atdmico y electrénico de
la oxidacién de la Cp en la PRDX5 wild type (PRDX5"") y en la mutante PRDX5™**, variante para la cual

,0,1* De esta forma se pretende ampliar el conocimiento de

se reportd actividad de reduccion de H

las funciones especificas que tiene cada residuo en el mecanismo y eficiencia de dicha reaccién. Por
.z . T44V R127Q

otro lado, se analizé la estructura y dindmica molecular de las mutantes PRDX5 ™" y PRDX5 y de la

enzima WT, realizaron las mutaciones in silico. Se determind el efecto de dichas mutaciones sobre la

R127Q

estructura proteica, explicando asi hallazgos experimentales (PRDX5 no presenta actividad, pK, de

Cp en PRDX5™* es levemente menor al de la enzima WT).

Los resultados obtenidos muestran que tanto la Thr44 como la Argl27 tienen funciones
esenciales en la catalisis. La Thr44 estd implicada en la modulacién de la nucleofilia de Cp, en la unién
del sustrato y en la estabilizacién del TS, logrados a través de un delicado balance de las interacciones
de EdH. En ausencia de sustrato, la Thr44 establece un EdH con el tiolato de C; y cuando ingresa el
sustrato al sitio activo también interacciona con éste como aceptora de EdH. A medida que la reaccion
avanza hacia el TS esta interaccién acompafia al H,0, hasta que es atacado por la Cp y a su vez, el EdH
establecido con la G, se va debilitando, eventos que permiten el aumento de la nucleofilia de C;, le dan
especificidad a la enzima por sustratos hidroperéxidos y estabilizan al TS. La Arg127 tiene una funcion
fundamental en mantener la arquitectura del sitio activo, interacciona a través de EdH e interacciones
idnicas con el tiolato de la C, previo a la unidn del sustrato y en el TS anidnico de la reaccion (distancia
Ok...NH,-Arg 2.8 A, q del grupo S..HOg...OH -0.72 u.a. y q del guanidinio 0.62 u.a.). Ademds acttia como
base, protonando al sulfenato (Cp-SO’) que se forma como producto, dando acido cisteinsulfénico
(Co-SOH), el cual es sustrato de la siguiente reaccion del ciclo catalitico, la formacion del disulfuro
intramolecular entre Cp, y Ci. En cuanto a la descripcion del mecanismo, ambos resultaron ser
consistentes con reacciones del tipo Sy2 con TS cercanos a la linealidad (£S..0z..0, = 168°) y con dos
transferencias protdnicas post-TS, la primera entre el C,-SOH y el grupo saliente OH™ para dar C,-SO" y

H,0 y la segunda entre el C,-SO'y la Arg para dar nuevamente Cp-SOH y Arg neutra.
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Metodologia

3.1 Determinacion de la estructura representativa de PRDX5%T en solucion acuosa

La estructura tridimensional de PRDX5"' se obtuvo a partir del Protein Data Bank (PDBID
1HD2"®, correspondiente a un monémero y determinado con rayos X). Se eliminaron los ligandos y las
moléculas de agua y posteriormente se agregaron los atomos de H faltantes utilizando el médulo tleap
del paquete AMBER 12**. La Cp se mantuvo como tiolato ya que presenta un pK, entre 4.7 y 5.2104168
por lo que se espera que a pH 7.4 se encuentre 99% desprotonada. Los residuos Glu y Asp se
mantuvieron ionizados, His neutras y Arg y Lys protonadas. Para obtener una estructura representativa
en solucidon acuosa se procedié a realizar una minimizacién de energia cldsica en condiciones
periddicas. Para esto se neutralizé el sistema con iones K™ (presente en medio intracelular), se solvaté

140 con una distancia minima de 12 A

con una caja octaédrica truncada de moléculas de agua TIP3P
entre los dtomos proteicos y los bordes de la caja. Las interacciones no enlazantes se calcularon
utilizando una distancia de corte de 10 A y las interacciones de largo alcance se trataron con el
procedimiento Particle Mesh Ewald®*® (PME) con un espaciado de 1 A en la grilla de cargas. El campo
de fuerza utilizado fue el Amber ff995B (mejora en los parametros de diedros del esqueleto peptidico
del ff99)**". Se corrieron dos pasos de minimizacidn: primero se relajaron las moléculas del solvente y
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contraiones en 2500 pasos de minimizacion (500 steepest descent (SD)™* y 2000 gradiente conjugado

(CG)**) manteniendo las coordenadas de la proteina restringidas con una fuerza de 500 kcal mol™ A2,
Posteriormente se relajo el sistema completo con 20000 pasos de minimizacion (500 con SD y 1500

con CG).

3.2 Modelado ONIOM QM /MM de la reaccion de peroxidacion en PRDX5WT

132

El modelado QM/MM se llevé a cabo utilizando el método substractivo ONIOM™ con el

esquema de embedding mecénico (el calculo cuantico (QM) se realiza en ausencia del resto del
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sistema y las interacciones entre las zonas QM y MM se tratan a nivel clasico (MM))~", tal como esta

implementado en el programa Gaussian09”*". Los residuos Thr44, Pro45, Gly46, Cys47, la cadena

lateral de la Argl27 (grupo guanidinio, Cy y Cd, con sus H, respectivamente) y el sustrato H,0, (60

137,138

atomos) se trataron a nivel cuantico utilizando el funcional de la densidad B3LYP y el conjunto de

base 6-31+G(d,p)**>*>. El resto de los residuos (2357 &tomos) se trataron a nivel MM, utilizando el
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campo de fuerza de Amber ff96™", el sustrato H,0, se parametrizd con el campo de fuerza

generalizado de AMBER™* (Gaff) y se derivaron sus cargas a través del procedimiento RESP al igual que
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son derivadas las cargas atémicas en el campo de fuerza de Amber ff96**

. Por otro lado, el acido
cisteinsulfénico formado como producto de la reaccion (hallazgo posterior a la determinacién del TSy
camino de reaccién) fue parametrizado usando Gaff** y datos obtenidos de literatura®®, también se
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uso el procedimiento RESP*>" para derivar sus cargas.

Para estudiar la reaccion, en primer lugar se procedié al posicionamiento del sustrato en el
sitio activo. Esto fue realizado manualmente, usando como referencia la Unica estructura
cristalografica de una peroxirredoxina con el sustrato unido al sitio activo (Aeropyrum pernix K1, PDBID
3A2V*). Se optimizd la estructura del estado de transicion (TS), luego se determind el camino de

)127

reaccioén (IRC)™’, calculando 80 puntos hacia reactivos y 80 hacia productos con un paso de integracion

28 A partir de los extremos del

0.1 Bohr vy utilizando el algoritmo Euler Predictor-Corrector integrator
IRC se obtuvieron estructuras de partida para optimizar los complejos inicial (Cl) y final (CF). Las
optimizaciones de geometria de todas las especies de interés fueron optimizaciones parciales, en
donde se permitié el movimiento de los atomos involucrados en la zona QM mas aquellos de la zona
MM unidos covalentemente a los primeros (Phe43, Ser48, Lys126 y Phe128). La naturaleza de cada
punto estacionario fue verificada analizando los valores propios de la matriz hessiana. Posteriormente,
debido a que las interacciones QM-MM se evallan a nivel MM, se recalcularon las cargas RESP de la

zona QM y se reoptimizd la geometria de cada punto estacionario y se volvié a verificar su naturaleza

analizando los valores propios de la matriz hessiana obtenida al mismo nivel.

3.3 Determinacion de fuerza de EdH, cargas atémicas, nucleofilia de Cp y su evolucién en
PRDX5WT

Para estudiar descriptores de EdH y cargas atémicas se realizd un recorte de la zona QM de
estructuras seleccionadas a lo largo del camino de reaccién entre el Cl y el TS. La valencia del recorte
se completd con &atomos de hidrogeno en los enlaces que definian la frontera QM/MM.
Posteriormente se realizaron calculos single-point a nivel PCM-B3LYP/6-31+G(d,p)™®"3/138252,253,259

. . . . ;. .2
generando las cavidades de forma ajustada al sistema molecular con radios atémicos de Bondi*® y la

constante dieléctrica del acetonitrilo € = 35.7 por ser representativa de un entorno proteico'®***. El
calculo de la energia libre de solvatacion inclyd las componentes no electrostaticas (cavitacion,
solvatacion y repulsion), tal como esta implementado en Gaussian 09. Se determinaron los indices de
enlace de Wiberg (WBI)*** como descriptores de la fuerza de los EdH y de los enlaces en formacién y
ruptura de la reaccion y se realizé el andlisis poblacional basado en los orbitales naturales (NBO)*®* de

forma de obtener las cargas atdmicas NPA”®,
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Para obtener la nucleofilia se determind la energia del orbital de Kohn-Sham ocupado de
mayor energia (HOMO-KS). Para esto se realizaron cdlculos single-point de las mismas estructuras

seleccionadas a nivel ONIOM(B3LYP:AMBER) con esquema de embeding electrénico®®.

3.4 Determinaciéon de la estructura representativa de la mutante T44V a partir de la
enzima WT

No existe estructura cristalogréafica de la mutante T44V, por lo que dicha mutacién se realizd in
silico sobre la estructura de la enzima WT (PDBID 1HD2)’. La estructura final de la enzima T44V fue
obtenida a partir de una minimizacién de energia de una estructura representativa obtenida a partir
de una simulacién de dinamica molecular de 5 ns. A continuacion se detalla el protocolo utilizado.

Se agregaron iones K" para alcanzar la electroneutralidad. El sistema fue situado en una caja

140

clbica de aguas explicitas TIP3P**® con una distancia minima de 12 A entre los 4tomos proteicos y el

265

borde. Se realizé una dindmica molecular de 100 ns utilizando el campo de fuerza ff03.r1°> vy el
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maddulo Sander, tal como estd implementada en el programa AMBER 14°. El procedimiento fue el

siguiente:

(i) moléculas de agua e iones se relajaron con 2500 pasos de minimizacién (500 con SD y 2000 con
CG) manteniendo las coordenadas de la proteina fijas con una restricciéon de 500 kcal mol™ A™.

(i) relajacidn del sistema completo con 20000 pasos de minimizacién (5000 SD y 15000 CG).

(iii) calentamiento gradual del sistema de 0 a 300 K en un ensemble NVT por 100 ps, seguido por una
simulacién NPT a 300 K utilizando el termostato de Langevin®’.

(iv) simulacién de dinamica molecular productiva en ensemble NPT utilizando el bardstato de

Berendsen®®®.

Todos los enlaces covalentes que involucran dtomos de hidrégeno fueron fijados durante toda
la simulacién utilizando el algoritmo SHAKE®®. Las interacciones de largo alcance se modelaron con el

%% con una distancia de corte de 10 A. Se utilizé un paso de 2 fs para integrar las

procedimiento PME
ecuaciones del movimiento. De los primeros 5 ns de simulacidn se obtuvo una estructura
representativa que fue minimizada nuevamente para eliminar los efectos de la energia cinética

utilizando el procedimiento descrito en (i) y (ii).

3.5 Modelado ONIOM QM /MM y descriptores de reactividad en PRDX5T44V

El procedimiento realizado fue similar al usado para la enzima WT. La zona QM seleccionada

fue la misma (salvo Val en lugar de Thr), pero se amplid la regién mévil durante las optimizaciones de
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geometria parcial. Ademds de los atomos QM se permitid la relajacion de aquéllos residuos que
tuvieran al menos un atomo a unos 4 A de cualquier 4tomo QM (Phe43, Ser48, Lys49, Thr50, His51,
Lue52, Pro53, Trp84, Lys126, Phel28, Gly146, Thr147, Gly148). La metodologia usada también fue la
misma que para la enzima WT, incluyendo método QM, conjunto de base, campo de fuerza MM y
parametrizacidon del sustrato H,0, y del producto acido cisteinsulfénico. Se caracterizd el TS, se
determind el IRC con las mismas opciones asociadas (seccion 3.2) y posteriormente se caracterizaron

los Cl y CF.

Al igual que para la enzima WT, se realizaron calculos single-point para determinar la energia
del HOMO de las especies seleccionadas a lo largo del IRC y se realizaron recortes de estas especies
para poder determinar predictores de reactividad como cargas atémicas e indices de enlace de
Wiberg. La metodologia utilizada fue la misma que para la enzima WT en todos los casos (secciones 3.2

y 3.3).
3.6 Dinamica molecular de PRDX5%T, PRDX5T44Vy PRDX5R127Q

Para estudiar el efecto de las mutaciones en la estructura proteica de PRDX5, se analizd la
dindmica molecular de las mutantes, compardndola con la correspondiente a la proteina WT. La
metodologia utilizada para las mutantes es la misma que ya se describié en el apartado 3.4. En el caso
de la mutante PRDX5%"*’%, se realizaron dos simulaciones, una con la C, en forma tiolato y otra con la
C» en forma tiol, ya que el pK, determinado experimentalmente es de 6.7'°"**, lo cual indica que a pH
7.4 la fraccidn tiol/tiolato va a ser cercana a 1.

El andlisis de las trayectorias fue hecho con el médulo cpptraj*’® del programa AmberTools®’.

Se determind la fluctuaciéon media cuadratica por residuo (RMSF):

t
1 2
;Z”rii'rm”
i=1

donde ryj es la posicion del dtomo i a tiempo t y rjj la posicion del atomo i a tiempo ¢;.

RMSF;= (3.1)

El drea superficial accesible al solvente (SASA) de la Cp fue calculada utilizando el algoritmo LCPO*”?
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JEN(D) i KEN(D) JEN(D) KeEN()
keN() \ keN()) /
k#j k#j

donde el primer término da cuenta del area superficial de una esfera (S;) con radio R;, el segundo, de
la superposicion entre el dtomo i y el j (A;;), perteneciendo j al grupo de vecinos de i (N(i)) y el tercer
y cuarto término son correcciones que dan cuenta de la superposicién entre si de los dtomos vecinos
de i. Los parametros P;-P;, se derivan aplicando regresiones lineales multiples a datos obtenidos a
partir de cdlculos numéricos de SASA de un set de moléculas. EI método LCPO puede producir
ocasionalmente dreas superficiales negativas para aquellos dtomos no expuestos, resultado que se

interpreta como exposicién nula.
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Resultados

3.1 Mecanismo de reduccién de H,0, por PRDX5WT y PRDX5T44V

En la Figura 3.1 se muestran las estructuras de todas las especies involucradas en la reaccidn

de reduccién de H,0, por PRDX5™T y la mutante T44V (Cl, TSy CF).
Glya6

A H,0; € ' /\
o

/

G5
A — y

PN Z=
C ~— //06 / /’"‘

Arg127 /

Thras

/
Figura 3.1. Estructuras ONIOM(B3LYP/6-31+G(d,p):AMBER) de CI, TS y CF para la reduccién de H,0,
por PRDX5"" (A, By C) y PRDX5™ (D, E y F). En los diferentes paneles se representa con bolas y

varillas al sustrato y a los residuos modelados a nivel QM involucrados en la reaccién. Las interacciones
de EdH se muestran con lineas sélidas finas.

La unidn del sustrato a la enzima WT (Figura 3.1, A) es establecida a través de una red de EdH
con los residuos Thr44 como aceptor y Gly46 como dador. Estas interacciones posicionan al sustrato
con el oxigeno reactivo (Og) a una distancia de 4.2 A del 4tomo de azufre de la Cp y con un angulo
£0,..0z..S de 144° y podrian ser clave en la especificidad de la enzima. Esta es una configuracion
geométrica acorde con una reaccién del tipo Sy2 y procede a través de un TS lineal (Figura 3.1, B). Con

respecto a la Gy, el tiolato se encuentra estableciendo EdH con dos residuos conservados del sitio
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activo: Thrd4 y Argl27, interacciones que se espera mantengan a la C, con una baja nucleofilia en la
fase previa a la reaccién, antes del ingreso del sustrato al sitio activo. Por otro lado, en la enzima
mutante la ausencia de la Thr44 provoca un cambio significativo en el posicionamiento del sustrato,
éste actua como dador de EdH con el tiolato de la C; y como aceptor con el grupo NH, de la Argl27
(Figura 3.1, D), si bien el Oy se localiza a 3 A del atomo de azufre, el angulo £0,..0z..S es 100°, muy
lejano a la linealidad, desfavoreciendo el ataque Sy2. Este posicionamiento no productivo del sustrato
en el sitio activo evidencia la importancia del residuo conservado de Thr44 en la unién del sustrato

adecuada para el proceso de peroxidacién.

Con respecto al TS, tanto en la enzima WT como en la mutante T44V se evidencia una
geometria consistente con una reaccion del tipo Sy2, donde el acercamiento del S al Ok (llevado por el
EdH con la Thr44 como brazo que rota debilitando el EdH con C;) se acompana del alejamiento del O,
En el TS de PRDX5"" la distancia Og..S disminuye de 4.2 a 2.5 Ay el dngulo £0,..0;..S aumenta a 168°
acercandose a la linealidad y con una distancia O,..0x de 1.7 A (Figura 3.1, B). Se evidencia un cambio
en la red de EdH, a este punto el sitio activo estabiliza al H,0, con 4 EdH (3 con Oz y 1 con O,) a través
de las cadenas laterales de la Thr44 y la Argl27, y los grupos amida de la Gly46 y la C;, siendo la
estabilizacién del O, importante para favorecer su salida. A su vez se pierden dos de los EdH que
establecia previamente el tiolato con la Thr44 y la Argl27. La cercania del grupo guanidinio de la
Argl27, cargado positivamente, es importante para estabilizar electrostaticamente el TS anidnico
respecto al Cl. En la enzima mutante la geometria del TS es similar respecto a la enzima WT (Figura 3.1,
E). La red de EdH es igual a la de la enzima WT, con la excepcién del EdH entre el H,0, y la Thr44, es
esperable que esto genere una menor estabilizacién del TS respecto a la lograda en el TS de la enzima
WT. Con respecto al grado de avance de la reaccion y a la transferencia de carga, existen pequefias
diferencias entre ambos sistemas. En la enzima WT el WBI entre S...Oz es 0.358 u.a. y la carga total del
H,0, es -0.368 u.a., en la mutante T44V estos dos parametros se tornan 0.303 u.a. y -0.287 u.a,,
respectivamente. En este sentido, la mutacion de la Thr44 provoca que el TS sea levemente mas

temprano.

Como producto final, en ambas enzimas se obtiene la formacidén de acido cisteinsulfénico
(Cp-SOH), la liberacidn de una molécula de H,0 y Arg127 neutra (Figura 3.1, Cy F). Esto se debe a que
suceden dos transferencias protdnicas sucesivas post-TS: 1) el C,-SOH formado por el ataque del
tiolato sobre el H,0, transfiere su protén al grupo saliente OH™ formando una molécula de H,0 vy
sulfenato (Cp-SO’); 2) el Cp-SO abstrae un protén del grupo guanidinio de la Argl27, formando

nuevamente C,-SOH y Arg neutra. En la Figura 3.2 se muestran las distancias entre los pares de atomos
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involucrados en las transferencias protdnicas y en la coordenada de reaccion que muestran como

T44V

estas transferencias son post-TS (datos de PRDX5 ", lo mismo se observa en WT, informacion

suplementaria de la ref.!’). Cabe destacar que las transferencias protdnicas no tienen ningin efecto
catalitico en la reaccién ya que ocurren una vez se ha alcanzado el TS pero determinan la naturaleza
del producto. Dichas transferencias protdnicas que serian desfavorables en medio acuoso debido a los
pK, de la Arg (11.5°”) y del C,-SOH (5.9 #* 0.1, ver Capitulo 5) se vuelven posibles en un medio menos

polar, con baja constante dieléctrica (¢) y capacidad limitada para solvatar aniones, como es el caso de

274-277

las proteinas, que se estima presentan € en el rango de 1 - 20 en los sitios activos y en particular

PRDX5 tiene un sitio activo poco expuesto al solvente (se analizard en la Figura 3.6) como la mayoria

de las Prx*%,

A B

7
TS
] | 0.0, 0
321 ; S..0 '
3.0 | \
\

28
26
24
22
2.0

Distancia (A)

1.8
1.6 4
1.4

1.2 4

1.0 4 1er Trans. Prot.+7

— T T 1 - 1 - T T T 17T - T 1T 1
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

Coordenada de reaccion

Figura 3.2 A: Evolucidn de las distancias de entre pares de atomos involucrados en la coordenada
de reaccidén (Og...0, y S....0g) y pares de atomos involucrados en las transferencias protdnicas
(O....Hg y Og...H-Arg) en PRDX5™". B: Esquema que muestra en linea punteada las tranferencias
protdnicas.

Para obtener informacidon mas detallada acerca de la forma en que la mutacién en la Thr44
afecta el modo de unidn del sustrato y las consecuencias que esto tiene sobre la reaccién, se analizo la
nucleofilia de la C; y la red de EdH en la enzima en estado de “reposo” y con el sustrato ligado al sitio

activo, comparando PRDX5"" con PRDX5™**'. En la Figura 3.3 se muestran las energias del HOMO-KS
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(Enomo) de Cp y las estructuras ONIOM de ambos sitios activos (PRDX5 WT y T44V) en estado de reposo

y con el sustrato H,0, unido al sitio activo.

A

C v (9—,1@ Glyas ,
Hz& ,,/ H,0,

“
Valaa

R

Thr44

CP'S-

CP'S-

g . \ 7
Evomo=-0-17107 u.a Eyonio=-0.19136\.2

Figura 3.3. Modo de unién del sustrato y su efecto sobre la red de EdH y nucleofilia de C,. A y B:
interacciones que establece C, con el resto del sitio activo en ausencia del H,0, en la enzima WTy la
mutante T44V. C y D: interacciones que establecen el H,0,y la Cp, con el resto del sitio activo en la
enzima WTy T4V.

Comparando A y B de la Figura 3.3 La ausencia de la Thr44 genera la pérdida de un EdH entre
la Gy y el sitio activo y se refleja en la energia del HOMO-KS, que aumenta 9.9 kcal mol™ con respecto a
la enzima WT. Estos resultados confirman que la Thr44 es necesaria para mantener a la C, con baja
nucleofilia en ausencia de sustrato, apoyando la idea de su funcidn en la especificidad de la enzima.
Cuando el sustrato ingresa al sitio activo de la enzima WT, la red de EdH que establecia el tiolato de C;
cambia levemente, hay una menor estabilizacion total (AWBIl, -0.04) (Tabla 3.1). Este pequefio
reordenamiento del sitio activo genera un aumento de 9.5 kcal mol™ en la energia del HOMO-KS, por
lo tanto, la unién del sustrato al sitio activo es clave para activar el aumento en la nucleofilia de C,,

favoreciendo el ataque nucleofilico sobre el H,0,. Es de esperar que a lo largo del camino de reaccién
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ocurra un aumento aun mayor de la nucleofilia, debido a que el acercamiento del sustrato al tiolato de
la C, modifica aun mas la red de EdH. Para verificarlo también se estudid la nucleofilia de C, desde el Cl
hasta el TS, junto con los cambios en la red de EdH, estos resultados se detallan mas adelante (Figuras

3.4y3.5).

El efecto de la unidn del sustrato a la enzima mutante T44V es inverso al observado para la
WT: cuando el sustrato ingresa al sitio activo, su posicionamiento “no productivo” genera un fuerte
EdH con el tiolato de C; (Tabla 3.1) que se traduce en una estabilizacién del HOMO-KS, por lo que la Cp
sera aun menos nucleofilica que en su estado de “reposo”, reduciendo notablemente su capacidad de
actuar como nucledfilo. Estos resultados muestran que la Thr44 conservada tiene varias funciones
clave: mantener baja la nucleofilia de la C; en ausencia de sustrato, evitando reacciones inespecificas y
permitir el correcto posicionamiento del sustrato hidroperdxido, acompafiandolo hasta el momento de

reaccionar.

Tabla 3.1 indices de enlace de Wiberg de los EdH que establece el tiolato de C, con residuos del sitio
activo y el sustrato en la enzima en estado de “reposo” y con el sustrato unido.

PRDX5"" PRDX5"" PRDX5™ PRDX5™Y
.. sitio activo en H,0, unido sitio activo en H,0, unido
Interaccion “ ” « ”
reposo reposo
Co-S...NH,@Arg127 0.09 0.11 0.14 0.22
Co-S...NH,@Arg127 0.06 0.06 0.08 0
Cp-S...NH@Cp 0.04 0.01 0.05 0
Cp-S...OH@Thr44 0.11 0.16 - -
Cp-S'...OH@H,0, - 0 - 0.22

En la Figura 3.3 se muestra el andlisis de la evolucion de la nucleofilia de la C; a lo largo del
camino de reaccién desde el Cl hasta el TS para PRDX5"" y PRDX5™*. Puede observarse que la
activacion de la C, continla una vez que comienza la reaccidn, a medida que la reaccidn avanza hacia
el TS la energia del HOMO-KS aumenta y llega a un maximo antes del TS, que en la enzima WT
corresponde a un aumento de 7.7 kcal mol™ (previo al TS el HOMO-KS vuelve a estabilizarse, pero en
este punto el ataque nucleofilico ya tiene un avance del 38 % en la ruptura Og...0_ y del 43 % en la
formacion S...0g). En la enzima mutante, también se observa un incremento en la nucleofilia de Cy a lo
largo de la coordenada de reaccidn, pero este es mucho menor, el HOMO-KS se desestabiliza

s . -1 ’ ape .7 . .
Unicamente 2.3 kcal mol™. Ademas de presentar una desestabilizacion menor, el orbital siempre es
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mas estable que en la enzima WT, lo cual indica una menor nucleofilia. Estos resultados evidencian la
importancia del residuo de Thr44 en la modulacién de la nucleofilia de Cp. Previo a la unién del
sustrato, la Thr44 mantiene a Cp, con baja nucleofilia, favoreciendo la especificidad de la enzima y una
vez que el sustrato se une al sitio activo el grupo OH de la Thr44 que lo sostiene, gira y lo acerca a la Cp
para que inicie la reaccién. La pérdida del EdH con el tiolato favorece la activaciéon de la Cp,

aumentando su nucleofilia y permitiendo que se realice el ataque nucleofilico sobre el sustrato.

-4.2
wT _ -1
PRDX5 AEHOMO— 7.7 kcal mol
-4.4
-4.6
S
L .48
o
=
(@]
I
W -5.0 -
T44V _ -1
5.2 PRDX5 " AE, = 2.3 kcal mol
— ——
-5.4
-5.6 -
Coordenada de reaccion —» T

TS

Figura 3.4 Evolucion de la energia del HOMO-KS a lo largo del camino de
reaccion, desde el Cl hacia el TS para PRDX5""y PRDX5™".

Como se menciond previamente, la red de EdH en el sitio activo cambia a lo largo de la
reaccion. En la Figura 3.5 se muestra la evolucion de la intensidad (entre el Cl y TS) de los EdH que
establece el tiolato de C, con los residuos del sitio activo y con el H,0, (A) y el H,0, con el sitio activo
(B) en la enzima WT y la mutante T44V. Tanto en WT como en la mutante, existe una pérdida de EdH
entre la Cp y el sitio activo y el sustrato a medida que la reaccién avanza hacia el TS (Figura 3.5, A). Esta
desestabilizacion de la Cp explica el aumento en la energia del HOMO-KS analizado previamente
(Figura 3.4). En la enzima WT se evidencia que el EdH establecido con el grupo OH de la Thr44 es el
mas debilitado cuando se alcanza el TS, mostrando su importancia en la modulacion de la nucleofilia

de la Cp; sin embargo, el resto de los EdH no muestran cambios tan significativos. En la mutante T44V
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se evidencia un tiolato muy estabilizado en el Cl debido al mal posicionamiento del sustrato en el sitio
activo, que genera un fuerte EdH tiolato-perdxido y explica por qué la C, es menos nucleofilica
respecto a la enzima WT (Eyomo Siempre es menor en T44V con respecto a WT, Figura 3.4). Este EdH se
debilita significativamente en el TS, debido a que en este punto el peréxido se encuentra orientado de

forma tal de lograr un dngulo £S..0;..0, cercano a la linealidad.

s-C
A OH-H.O WT T44v l:l -
PRDX5"" PRDX5™ :'OH Tz: BPE;XS ?;c? X5 NH-G46
045 0.45 - ; e Tl I OH-T44
o o] oo ] B .47
040+ 040+ °NH-R127 0-267 -26 1
-,. : 0.24 0.24 - Il NH-R127
0.35 0.35 B NHR1ZT ] 022
® 030 0304 g 0.20 1 0.20 4
e 2 0.18 0.18
L 025 0.25 4 § 0.164 0.16 4
% T 0.14 0.14
. 0201 3 012 0.12 —
S 0.15- 0.15 4 g 0.10 0.10
& 5 0.084 0.08
© 0104 010 0.06 4 0.06
0.04 0.04 -
0057 0.02 0.024
0.004 0.00 0.00
cl TS cl TS cl TS cl TS

Figura 3.5 indices de enlace de Wiberg en el Cl'y TS de PRDX5"" y PRDX5™**. A: EdH entre el tiolato de
Cy y el resto del sitio activo y el sustrato. B: EdH entre el H,0, y el sitio activo.

En la Figura 3.5, B se representa la intensidad de los EdH que establece el H,0, con residuos
del sitio activo en el Cl y TS en la enzima WT y la mutante T44V. En el caso de la enzima WT hay una
mayor estabilizacion de los atomos Oy y O, del enlace peréxido del sustrato disociandose en el TS, ya
gue aumenta el nimero y fuerza de los EdH. Estas interacciones permiten la estabilizacién diferencial
del TS, esencial para disminuir la barrera de activacion de la reaccidon enzimatica y favorecer asi la
catdlisis. En la enzima T44V se observa lo contrario, el Cl estd mas estabilizado respecto al TS debido al
fuerte EdH establecido entre el H,0,y el &tomo de azufre de la C, que luego se pierde. Por otro lado,
los EdH establecidos con la Gly46 y con uno de los “NH, de la Argl27 aumentan su fuerza en el TS,
favoreciendo a su estabilizacién, pero no son suficientes para contrarrestar el EdH tiolato-peréxido
establecido en el Cl.

La modulacién en la nucleofilia de C, previo a la unidn del sustrato al sitio activo y durante el
camino de reaccidén, junto con la estabilizacién diferencial del TS convierten a la PRDX5 en una
excelente reductora de perdxidos, con alta especificidad y eficiencia catalitica. Cuando la Thr44 estd
ausente, estos efectos se pierden y se ve reflejado en un aumento en la energia de activacidn, en la

enzima WT el AG**** es 10.6 kcal mol™ mientras que en la mutante T44V es 13.5 kcal mol™. Con
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respecto a la entropia de activacién los resultados muestran que en ambos sistemas el efecto
entrépico es desfavorable, siendo mayor para PRDX5"" (-TAS™ = 2.5 kcal mol™) que para la mutante
T44V (-TAS” = 1.1 kcal mol™), atribuido al mayor grado de desorden estrutural que presenta T44V. Esta
penalizacion también se reportd para la Prx de Mycobacterium Tuberculosis AhpE'*? y para la albimina

sérica humana'"’.

Tabla 3.2 Entalpia, entropia y energia libre de activacién de la reaccién de peroxidacion en PRDX5"' y

PRDX5™ determinadas a nivel ONIOM-EE(B3LYP:AMBER).

Sistema AH* 2% (kcal mol™) AS***%(cal mol™) AG™ *2 (kcal mol™?)
PRDX5"' 8.2 -8.4 10.6
PRDX5™Y 12.4 -3.7 13.5

3.2 Efecto de las mutaciones T44V y R127(Q en la estructura de PRDX5

Para ahondar en la funcién de los residuos conservados del sitio activo en la estructura
proteica se analizé la evolucion estructural en simulaciones de dindmica molecular de las mutantes

T44V y R127Q, comparando los resultados con los de la enzima WT.

Para la PRDX5"*’? se analizé el contenido de estructura secundaria del segmento N-terminal
de la hélice-a2 (en donde se ubica la Cp), en la enzima con C, tiol y tiolato. Debido a que
experimentalmente se observd una pérdida de actividad casi total y que este tiol se comporta como un

LMWT en la curva de Brngsted y no como un tiol catalitico (Figura 3.8)'%"**

, se sospechd que la
mutacion afectaria la estructura del sitio activo. En la Tabla 3.3 se reportan los porcentajes en que los
residuos 45 - 48 se encuentran formando parte de una a-hélice a lo largo de los 100 ns de la

simulacidon de MD, comparando los valores con los de la enzima WT.

Tabla 3.3 Porcentaje en conformacion a-hélice y hélice-rt durante los 100 ns de MD de los residuos del
segmento N-terminal de la hélice-a2 que contiene a la C, (residuos 45 — 48)

% a-hélice % hélice-nt
#Residuo | pRDX5"' PRDX5%?7¢ PRDX5"" PRDX5/¥?
(Ce-S) (Cp-SH ) (Ce-S) (Ce-S) (Co.SH) (Cp-S)
45 89 93 14 0 0 0
46 90 93 14 0 0 0
47 90 93 17 7 1 35
48 87 93 17 7 1 35
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Los resultados obtenidos sefialan que el segmento N-terminal de la hélice-a2 pierde estructura

R127Q

secundaria cuando la mutante PRDX5 se simula con la C, ionizada a tiolato, pero en su forma

neutra tiol los porcentajes son similares a los de la enzima WT. Estos resultados explican parte de la

pérdida de actividad de la enzima resultante al mutar la Arg conservada del sitio activo por una GIn

107,144

neutra . Para realizar el ataque nucleofilico sobre el sustrato de forma eficiente, la C, debe estar

desprotonada, pero no es posible tener un sitio activo estructurado con Cp-S" y sin Argl27. Por otro
lado estos resultados evidencian la importancia de la Argl27 con su carga positiva en la estabilizacion

de la forma tiolato de C,, explicando el aumento de pK, de 4.7 a 6.7 observado

107,144 T44V

experimentalmente . En la mutante PRDX5 ™, el sitio activo se mantiene estructurado a lo largo

de la simulacidén, al igual que en la enzima WT, la C; se encuentra en estructura a-hélice durante el 72

% de la simulacidn. Esto coincide con el hecho que se haya determinado actividad catalitica para esta

enzima'®,

En la Figura 3.6 se muestran los resultados del andlisis de flexibilidad y exposicidn al solvente

de la Cp en PRDX5 WT y T44V.
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Figura 3.6 Flexibilidad de la proteina y exposicidn al solvente de Cp. A: RMSF
por residuo y B: SASA de la Cp, en los 100 ns de MD para la enzima WT y la
mutante T44V. En rojo se resalta la region N-terminal de la hélice-a2 en donde
gue contiene a Cp y el segmento de la hebra-f6 que contiene a la Arg127.

67



Al analizar la movilidad media de los residuos a lo largo de la simulacion (Figura 3.6, A) se
evidencia que la region N-terminal de la hélice-a2 en la mutante T44V presenta una movilidad
aumentada con respecto a la observada en la enzima WT, mientras que la regién de la hebra-p6 que
contiene a la Argl27 no se ve alterada (circulos rojos en la Figura 3.6, A). La regidon con mayor
movilidad corresponde al segmento entre los residuos 114 - 122, localizados en la hélice-a5, que se
encuentra aislada en la estructura terciaria (Figura 1.3, B), lo cual le confiere mayor flexibilidad ya que

se establecen pocas interacciones débiles.

Este aumento en la movilidad genera una mayor exposicion de la Cp hacia el solvente, lo cual
puede apreciarse en el grafico de SASA en la Figura 3.6, B. La media del SASA de C; en la enzima WT
(trazo negro) es de 1 A%, mientras que para la enzima T44V aumenta a 16 A”. Este incremento en la
accesibilidad al solvente se traduce en un aumento en la residencia de los EdH que la C; establece con
moléculas de H,0. En la enzima WT hay una residencia del 4 %, mientras que en la enzima mutante
este valor aumenta a 14 %. Este efecto también se observé en la enzima mutante T42V de la AhpE de
Mycobacterium tuberculosis, las simulaciones de dindmica molecular de esta variante presentan

mayor nimero de moléculas de H,O en el sitio activo'®.

Por otro lado, las interacciones con la Argl27 se ven inalteradas, los EdH entre el dtomo de
azufre de Cp y los grupos “NH, de la Arg127 se mantienen en 55 % y 60 %, mientras que en la enzima
WT se obtienen residencias de 60 % y 52 %. El hecho de que la intensidad de los EdH estabillizantes
con la Argl27 se mantenga igual que en la enzima WT (interaccidn clave junto con la estabilizacién
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electrostatica del tiolato para la disminucion del pK, de la C,') y que haya un aumento en la

residencia de los EdH con moléculas de H,0 podria explicar por qué la C, es levemente mas acida en la

mutante T44V que en la enzima WT (1.1 unidades menor'®*).
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Discusion

En el presente capitulo se presentd el mecanismo con detalle atdmico y elctréonico de la
reaccion de oxidacién de C, por H,0, en PRDX5 WT y en la mutante T44V. Para obtener mas
informacién acerca de la funcién de los residuos conservados del sitio activo Thr44 y Argl27, se
107,144)’

estudio la dindmica de las mutantes T44V y R127Q (de las cuales existen datos reportados

comparandolas con la enzima WT.

A través del estudio detallado del mecanismo en la enzima WT, se determind que el mismo es
de tipo Sy2, con un TS temprano con un avance en la formacién del enlace S...Oz del 43 % y de ruptura
Og...0, del 38 % y con una transferencia de carga negativa al H,0, de 0.368 u.a.. La propuesta de
mecanismo tipo Sy2 concuerda con los resultados del modelado de la oxidacién de diferentes LMWT
reportado por Cardey y Enescu (LMWT = metanotiolato’®® y cisteina'®®), por Bayse (LMWT =
cisteina)™®, por Bach, Su y Schlegel (LMWT = H,5)**?, y por Nagy et al (LMWT = SH)™'. El mecanismo
mostré tener dos transferencias protdnicas post-TS, la primera de ellas es entre el O, y el H del C,-SOH
y también fue observada por estos autores, exceptuando a Nagy, et al. En cuanto al mecanismo en el
contexto proteico Bonanata et al., estudiaron con optimizaciones QM/MM la oxidacion del tiol de la
albimina'’ y Zeida et al. modelaron con simulaciones QM/MM la oxidacién de la Cp en la AhpE'*.
Ambos trabajos encuentran también TS consistentes con reacciones del tipo Sy2 y también se observé
la primera tranferencia protdnica, lo que da como producto de la reaccién Cp-SO" y H,0. La validacién
de nuestro modelo se basa en que se obtuvo una energia libre de activaciéon de 10.6 kcal mol™y si se
utiliza la ecuacidn de Eyring-Polanyi’’® para convertirla en una constante de velocidad se obtiene un

valor dek =1 x 10°M™ s™, muy cercano al dato reportado experimentalmente*®*,

Con respecto al posicionamiento del sustrato en el sitio activo, se obtuvieron resultados
consistentes con el “oxygen track” (Figura 1.7, A) propuesto por Hall et al.'*, en donde el peréxido
interacciona con el sitio activo a través de EdH con el grupo OH de la Thr44 como aceptor y el grupo
amida de la Gly46 como dador, con la excepcion de la interaccion con la Argl127, que no fue observada
en nuestros resultados. Esta interaccion también fue propuesta por Ferrer-Sueta et al. (Figura 1.7,
B)'® y reportada en la estructura cristalografica de una Prx de A. pernix que contiene H,0, en el sitio

activo®’ y en el estudio de AhpE realizado por Zeida et al.*?

, pero no fue observada en la simulacién
. 1 . . ’
de AhpE con H,0, realizada por Pedre et al % Recientemente, Perkins et al. resumen la mayoria de las

propuestas mecanisticas reportadas en la literatura®”® (Figura 3.7), en donde se evidencian las
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diferencias y similitudes entre las propuestas de los distintos autores (en este articulo se incluyen los

datos reportados en esta tesis).

Thl’ Ce-3
Figura 3.7. Propuestas de unién del sustrato al sitio activo reportadas
por: Hall et al.'*!(flechas marrones), esta tesis (flechas azules), Zeida et

151 279
l. 157,

al.*** (flechas verdes), Nagy et al."" (flechas rosadas) y Perkins et a

articulo del cual se extrajo la imagen.

Con respecto a la funcién del residuo Thr44 en la catdlisis enzimatica, se determind que el
mismo es capaz de modular la nucleofilia de la Cp previo y durante el transcurso de la reaccién. En
ausencia de sustrato, el EdH establecido entre el tiolato de C; y el grupo OH de la Thr44 estabiliza a la
Cp, disminuyendo su nucleofilia. Una vez que el sustrato ingresa al sitio activo, se produce un pequeiio
cambio en la red de EdH de la enzima, ya que éste también interacciona con el grupo OH de la Thr44,
interaccion que puede ser responsable de la especificidad por hidroperdxidos. La pérdida del EdH Cp-S°
..HO-Thr44 a medida que el perdxido se va acercando al tiolato de Cp es responsable del aumento
observado en la nucleofilia de la C, (Figuras 3.4 y 3.5). Estos hallazgos apoyan lo reportado
experimentalmente con respecto a la medida de nucleofilia de la C, mediante la reaccion con el

electréfilo no sustrato mBBr'®’

en la enzima WT y en la mutante T44V. La mutacidon de la Thr44
produce un aumento en la nucleofilia intrinseca de C, debido a la ausencia del EdH Thr44-0OH...S-C,,
evidenciado como un aumento en la kps_ con respecto a lo esperado segun el pK, de C; (gréfico de

101144)

Brgnsted para LMWT presentado en la Figura 3.8
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*Tagy *WT

Figura 3.8 Grafico de Brgnsted para LMWT (=) reaccionando con mBBr a 25 C.
Referencias de LMWT: A: N-acetil-L-cisteina, B: betamercaptoetanol, C: captopril, D:
acido 2,3-dimercaptosuccinico, E: cisteina, F: L-cisteina etil éster, G: glutatién. Las
constantes de velocidad independiente de pH para PRDXS5 se incluyen para comparar
pero no se utilizan en la regresion lineal. Extraido de Portillo-Ledema et al™”’.

El andlisis a través del grafico de Brgnsted contruido con LMWT permitié determinar que la
mutante T44V tiene una mayor nucleofilia que la enzima WT. Si bien la constante de velocidad es
mayor a la esperada segun el pK, de la C; en ambos casos, en la mutante T44V el incremento es de 80
veces, mientras que en la enzima WT el mismo es de 25 veces. Dicho aumento en la nucleofilia de Cp
fue atribuido a la falta del EdH Thr-OH...'S-Cp, lo cual concuerda con las medidas de nucleofilia
realizadas tedricamente a través de la energia del HOMO-KS (Figuras 3.3 y 3.4). Si bien Karplus et al.
enfatizan que la Thr del sitio activo no se encontraria formando EdH con el tiolato de la Cp, sino con un

s e . 2 . .
oxigeno carbonilico de un residuo cercano®’®, todos nuestros resultados apoyan la existencia del EdH

112 108
I [

Thr-OH...’'S-C;, que también se observo en AhpE por Zeida et al.” ™ y Pedre et a

Mediante el modelado del mecanismo en la mutante T44V se determind una energia libre de
activacion 3 kcal mol™ mayor que en la enzima WT, lo cual se traduce en una k = 7.8 x 10° M* st

107,144

también cercana al valor determinado experimentalmente . El estudio de la nucleofilia de Cy en

presencia o ausencia del sustrato en el sitio activo mostré que si la Thr44 estad ausente, la C; tiene
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mayor nucleofilia y una vez que el sustrato ingresa al sitio activo, en lugar de activarse, la Cp pierde
nucleofilia, ya que éste interacciona directamente con ella, debido a la ausencia de la Thr44. Por lo
tanto, se confirmd la funcién de la Thrd4 en el posicionamiento “productivo” del sustrato en el sitio
activo y en la modulacién de la nucleofilia de C,. Existen resultados en la literatura que muestran la
importancia de la Thr en la catalisis: para la PrxQ se mostré que su mutacion disminuye la actividad
enzimatica en un 50 %**!, también se determiné gue su mutacion lleva a una disminucién del 27 % en
una Prx de 2-Cys tipica de plantas® y una disminucién en la k.4, de la reaccién con H,0, de 14 veces

¥ v de 1.5 veces para la triparredoxina peroxidasa®®. Su funcién en la afinidad por el

para la AhpC
sustrato se ha evidenciado para la triparredoxina peroxidasa®® y la AhpC***, determinando una Ky, para

las mutantes T49S y T43V 1.6 y 1900 veces mayor con respecto a la enzima WT, respectivamente.

Recientemente, un estudio de AhpE que combina experimentos cinéticos, computacionales y
estructurales mostré que la mutacion de la Thr disminuye la k en 3 érdenes de magnitud, y aumenta la

108

exposicién al solvente de C;, tal como se observé para PRDX5 (Figura 3.6, B) . Esto permite explicar,

™V va que los solventes

en parte, la disminucién observada en el valor de k en la mutante PRDX5
aproticos favorecen las reacciones de ataque nuclefilico de tiolatos, por ejemplo la reaccién de
intercambio tiol disulfuro es 10° veces mas rapida en dimetilsulféxido y dimetilformamida que en

agua®y la alquilacion de CH5S con CH3Br es 10™ veces mas rapida en fase gaseosa que en agua®®'.

Con respecto a la funcidn de la Argl27, se determind que este residuo esta implicado en la
estabilizacidn del TS, la estructuracion del sitio activo y la protonacion del C,-SO™ que se forma como
producto de la reaccion. Las simulaciones de MD mostraron que el sitio activo de la mutante
PRDX5%?’® se mantiene estructurado Unicamente cuando la C, se encuentra en forma tiol, estos
resultados coinciden con lo que se observd en la estructura cristalografica de AhpE (PDBID 4XIH), que
muestra un sitio activo estructurado para la mutante R116A, dicha estructura se resolvido a pH 4.5 y
siendo el pK, de C, 6.4 se espera que a ese pH se encuentre mayoritariamente en forma tiol y no

108

tiolato . Estos resultados explican lo observado experimentalmente, en cuanto a que dicha mutante

no mostré actividad de reduccién de H,0,"”. Por otro lado, tal como puede observarse en el grafico de

12 . .
R127Q 56 comporta como un tiol de bajo

Brgnsted presentado en la Figura 3.8, la C; de la mutante PRDX5
peso molecular, sigue perfectamente la tendencia en el grafico, lo cual concuerda con un sitio activo
desestructurado en dénde le tiolato no tiene interacciones especificas con residuos del entorno. La
transferencia protdnica post-TS, que ocurre entre la Argl127 y el C,-SO™ (Figura 3.2), si bien no influye
en la velocidad de reaccidén, permite obtener como producto el C,-SOH que es la especie mds favorable

para la siguiente reaccion del ciclo catalitico, la formacion del enlace disulfuro con la Cz. Una vez que la
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Argl127 se encuentra desprotonada, podria actuar como base abstrayendo un protén de la Cg, lo cual la
dejaria en forma tiolato, la especie nucleofilica. Esta transferencia protdnica podria en principio
suceder a través del residuo de Glul43, que se encuentra posicionado entre la Arg127 y la Cz. Ademas,

la formacién del C,-SOH podria ser clave para disparar la transicidon hacia la conformacion LU, aspectos

que seran abordados en el siguiente capitulo
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Capitulo 4: Transicion fully
folded-locally unfolded en PRDXS5.
Determinantes moleculares que la

disparan.
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Resumen del capitulo

En el ciclo catalitico de PRDX5 debe ocurrir un cambio conformacional local (denominado
transicion FF>LU) que involucra el desplegado parcial de la hélice-a2 que contiene a la Cp y el
movimiento del loop C-terminal que contiene a la Cy (Figura 1.10). Este cambio conformacional
permite que ocurra la reaccién de resolucién, ya que disminuye la distancia de 14 A observada entre la

Cr y la Cr_en las estructuras elucidadas experimentalmente de la proteina reducida’®.

Para determinar si esta transicion estructural depende del estado de oxidacién de C; y/o de su
estado de ionizacidén cuando se encuentra tanto como tiol o dcido sulfénico, se realizaron simulaciones
de dindmica molecular convencionales (cMD) en la escala de los microsegundos y cuatro réplicas de
500 ns de dindmica molecular acelerada (aMD) de los siguientes sistemas: PRDX5 reducida, con C; en
forma tiol y tiolato (PRDX5-SH y PRDX5-S’) y PRDX5 oxidada con C, en forma sulfénico y sulfenato
(PRDX5-SOH y PRDX5-SO).

Basados en el analisis de la evolucidon del contenido de estructura secundaria, de la distancia
Cp...Cr vy la naturaleza y fuerza de red de EdH de C, durante la simulacidn de cada uno de estos cuatro
sistemas, concluimos que Unicamente cuando C, estd en la forma oxidada y neutra (no ionizada)
PRDX5-SOH, la enzima es capaz de desplegar la regién N-terminal de la hélice-a2 para permitir el
acercamiento mutuo entre C, y Cz hasta distancias adecuadas para que ocurra la reaccidn de
formacién del disulfuro. Las interacciones estabilizantes de EdH y el puente salino que el tiolato de la
C» establece con los residuos vecinos del sitio activo en la conformacién FF se pierden cuando C, se
oxida y ese seria el disparador que desencadena el desplegado del extremo N-terminal de la hélice-a2.
En la especie sulfenato las interacciones de Cp con los residuos vecinos son fuertes y producen una

estabilizacidon de la conformacién FF.

Nuestros resultados son los primeros en mostrar que la C, de PRDX5 no sélo se tiene que
oxidar para promover la transicién FF> LU, sino que ademas ese derivado sulfénico debe hallarse en el
estado neutro, sin pérdida del proton del grupo —SOH tal y como se obtuvo al cierre del paso de
peroxidacidon presentado en el Capitulo 3 de esta tesis. Debido a que la conformacién FF seria
necesaria para que la sobreoxidacion tenga lugar y que por su parte la conformacion LU es necesaria
para la etapa de resolucidn, el delicado balance conformacional FF/LU va a influir en la regulacion del
ciclo catalitico. La estabilizacién de la forma FF en PRDX5-SOH, puede favorecer la reaccién con otra
molécula de perdxido, provocando un aumento en la sensibilidad a la sobreoxidacién, o puede

favorecer la formacion de disulfuros mixtos con tioles proteicos. Sin embargo, la transicion hacia la
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conformacion LU, favorece la reaccidn de resolucién y la enzima continua el ciclo catalitico. Debido a
qgue el estado de protonacion de Cp-SOH va a influir en la factibilidad de la transicion FF>LU, en
principio una forma de regular el ciclo catalitico y la ruta que sigue PRDX5 una vez que se oxida a

sulfénico, podria ser mediante la regulacion de su pK,.
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Metodologia

4.1 Estructuras proteicas y parametrizacion de residuos no estandar

La estructura cristalografica de la PRDX5 en estado reducido se obtuvo del Protein Data Bank

(PDBID: 1HD2), dicha estructura se utilizd para generar los sistemas con la C, en forma tiolato

(PRDX5-S), tiol (PRDX5-SH), sulfenato (PRDX5-SO’) y acido sulfénico (PRDX5-SOH). La estructura

proteica en forma oxidada a disulfuro se obtuvo también del Protein Data Bank (PDBID: 2VL2). Los

parametros para la cisteina oxidada a acido sulfénico se obtuvieron de la literatura®?, mientras que el

sulfenato fue parametrizado de la siguiente manera:

i)

Optimizacion al nivel IEF-B3LYP/6-31G(d)*"*******° ysando agua como solvente de la geometria
de la cisteina oxidada a sulfenato respectivamente rematada con un grupo acetilo en el extremo
N-terminal y otro N-metilamida en el C-terminal (ACE-CSM-NME).

Calculo de las cargas atémicas basadas en el potencial electrostatico de Merz-Singh-Kollman?*®

con un calculo single-point al nivel HF/6-31G(d)****>%%%*.

256

Determinacion de las cargas atdmicas usando el procedimiento RESP”>” del médulo Antechamber

271

de AmberTools”” y obtencidon del resto de los parametros a partir del campo de fuerza

generalizado de AMBER (Gaff)*".

En la Figura 4.1 se muestran los valores de las cargas RESP y parametros de stretching y

bending de la cisteina oxidada a sulfenato (ACE-CSM-NME).

02719 00866  -0.5679
H H ﬁ
N C C

-0.4157 -0.0989 0.5973

C H

0.1523 -0.3106 0.1523

S O

-0.1923 -0.6749

Enlace $-O: k= 290.4 kcal mol* A2, R, = 1.649 A
Angulo C-5-0: k= 65.3 kcal mol grados?, 8,=98.3°

Figura 4.1 Pardmetros Gaff y cargas RESP del sistema
modelo ACE-CSM-NME empleadas en las simulaciones
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4.2 Preparacion de los sistemas y simulaciones de dinamica molecular convencional (cMD)
y acelerada (aMD)

El estado de ionizacion de cada residuo fue ajustado segun lo esperado a pH 7.4, excepto por
la Cp que se simulé como tiol/tiolato para la PRDX5 reducida y como sulfénico/sulfenato para PRDX5
oxidada. Se utilizé el médulo tleap de AMBER 14°°® para preparar cada sistema, se agregaron iones K"
para alcanzar la electroneutralidad, y se solvaté con una caja cubica de moléculas de agua TIP3P*° que

se extendié 12 A desde la superficie de la proteina. El campo de fuerza utilizado para la proteina fue el

ff995B°%.
Previo a las simulaciones cMD o aMD cada sistema se preparé de la siguiente forma:

i) Minimizacién de las moléculas de agua e iones con 250 pasos SD**® y 250 pasos CG**,
manteniendo la proteina restringida con una constante de fuerza de 500 kcal mol™* A

ii)  Minimizacion del sistema completo con 500 pasos SD y 500 pasos CG.

iii) Calentamiento gradual del sistema de 100 a 310 K por 100 ps en un ensemble NVT utilizando el
termostato de Langevin®®’ y una frecuencia de colisién de 5 ps™.

iv) Equilibracién de la densidad con una simulacién de 1 ns en ensemble NPT.

Para el cdlculo de las interacciones electrostaticas de largo alcance se utilizd una distancia de

246

corte de 8 A y el método de PME** para tratar las interacciones de largo alcance, los enlaces que

269

involucran atomos de hidrégeno se restringieron con el algoritmo SHAKE*, permitiendo el uso de un

tamanfio de paso de 2 fs para la integracidn de las ecuaciones de movimiento.

Las simulaciones convencionales se realizaron primero en un ensemble NPT por 100 ns,

controlando la presién con el baréstato de Monte Carlo®®®

y luego se extendieron 100 ns mds en un
ensemble NVT para obtener los pardmetros necesarios a ser utilizados en las dindmicas aceleradas,

posteriormente las cMD se extendieron a 2 ps.

La dinamica molecular acelerada es una técnica de muestreo avanzado que permite el
muestreo conformacional mediante el agregado de un potencial de impulso no negativo AV(r) al
verdadero potencial cuando éste es menor que una energia umbral, resultando en la reduccion de las
barreras locales, lo cual permite que el cdlculo evolucione mucho mas rapido que una dindmica

. 287
molecular convencional™":

V*(r)=V(r) siV(r)=E (4.1)
V¥(r)=V(r)+AV(r) siV(r)<E (4.2)
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Donde V(1) es la energia potencial real del sistema, V'(r) es la energia potencial modificada y E la
energia umbral. La siguiente ecuacion describe la forma del potencial sesgado AV(r) cuando se utiliza
el algoritmo dual-boost que aplica un impulso sobre la energia potencial total y sobre la energia de los

diedros:

(Epot-V(r))? (Edied-Vdied(r))? (4.3)

V(r)ocpot+Epot-V(r) adied+Edied-Vdied(r)

Los términos energéticos E,q Y Egied S€ describen seguin:

Epot = (Epot) + apot, apot = al*Natoms (4.4)

b1*A*Nresd (4.5)

EL, = (Edied) + Nresd*b1 + adied, adied = :

donde (Epot) y (Edied) son las energias potenciales total y de diedro promedio, obtenidas a partir de
las simulaciones convencionales, Nresd y Natoms son los nimeros de residuos y atomos, y A el factor
de aceleracion, al y b1 las energias extra por atomo y por residuo, respectivamente (elegidos como
0.2 kcal mol™y 3.5 kcal mol™). Se realizaron cuatro simulaciones independientes de 500 ns (asignando
velocidades arbitrarias, ig = -1), utilizando como punto de partida las coordenadas finales de los 100 ns
NVT de cada cMD. A continuacidn se presenta un resumen con los parametros de las distintas

simulaciones.

Tabla 4.1. Parametros de la aMD (impulsos en kcal mol™), tiempos de simulacién y nimero de dtomos
de cada sistema

. Nitomos Ntomos cMD aMbD Impulso Impulso
Sistema , .
proteina sistema (ns) (ns) Epotencial* Epiedros*
PRDX5-S 2413 27824 2000 33.93+6.19 23.33+7.08
PRDX5-SH 2414 31343 2000 4}\ - ?,‘3 37.71+£6.49 22.51+6.86
PRDX5-SO" 2414 27825 2000 Jgpsggs 31.92+598  22.84+6.95
PRDX5-SOH 2415 23169 2000 19.92 £4.99 22.01 +6.62
PRDX5s.¢ 2412 26436 200 - - -

*Promedios y desviacion estandar del potencial de impulso a lo largo de la trayectoria aMD
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4.3 Analisis de la red de EdH, fluctuaciones estructurales y estructura secundaria

Para analizar la naturaleza de los EdH que establece la Cy, con su entorno en los distintos
estados de oxidacidon y protonacién se utilizé el programa HBonanza, que permite el analisis y

visualizacién mediante VMD de las redes de EdH mediante un script en Tcl*®®

. El criterio seguido para
determinar la existencia de EdH es estrictamente geométrico: se considera que se establece un EdH
cuando los 4tomos dador-aceptor se encuentran a una distancia maxima de 3.5 A y cuando el dngulo
dador-H...aceptor se encuentra entre 160 y 180°. Para el analisis se consideraron solo aquellos enlaces
de hidrégeno que se encontraban presentes en al menos el 50% de la trayectoria.

Los alineamientos estructurales y el cdlculo del desplazamiento cuadratico medio (RMS) se

)289

basan en la teoria de la optimizacién del valor de menor orden (LOVO implementada en el

20 que realiza una identificacion automatica de las regiones estructurales rigidas

algoritmo MDLovoFit
y moviles. A partir de las trayectorias de cada sistema se determind el valor @ que indica la fraccidn de
atomos que minimizan el RMSD global. El alineamiento estructural final se realizé utilizando 10000

correspondencias iniciales diferentes entre atomos, de modo de asegurar la convergencia.

La evolucion de la estructura secundaria se analizé utilizando el algoritmo DSSP de Kabsch y
Sander®! que se basa en el establecimiento de EdH y caracteristicas estructurales para clasificar cada
residuo dentro de un tipo de estructura secundaria. Dicho algoritmo se encuentra implementado en la

utilidad cpptraj del AmberTools*”.

4.4 Determinacion de los movimientos proteicos mas importantes durante la aMD por
analisis de los componentes principales (PCA)

Se realizé un analisis de componentes principales de cada simulacion, de forma tal de analizar
la dindmica proteica. PCA es un método de reduccién de variables, que se basa en una transformacion
lineal que extrae los elementos mas importantes en le conjunto original de datos, usando una matriz
de covariancia C;; construida a partir de las coordenadas atémicas que describen los grados de libertad

accesibles de la proteina:
Cyj = ((xi-(xi)) (xj-(xi))) (4.6)

donde xi, Xj representan todos los posibles pares de las 3N coordenadas cartesianas del sistema,
siendo N el nimero de atomos y (xi), (xj) las coordenadas de la posicién promedio en la trayectoria.
Luego de la diagonalizacidn se obtiene un conjunto de vectores propios con sus valores propios, que

describen los ejes de maxima variancia de la distribucidn de conformaciones y el porcentaje de la
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variancia de las fluctuaciones atémicas contenidas en cada vector. La fraccion V; de la variancia total

contenida en cada vector propio A; se expresa como:

A (4.7)

V= =
YR &

Cuando la trayectoria original centrada, es proyectada sobre un vector propio, el resultado es llamado
componente principal (PC).

El programa utilizado para para dicho analisis fue el cpptraj’’® y se utilizé QtiPlot** para

realizar los graficos de PCA.
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Resultados

4.1 Analisis del efecto del estado de oxidacion e ionizaciéon de Cp sobre la estructura de
PRDXS5 a través de cMD en escala de tiempo de los microsegundos

Para caracterizar el efecto de las variaciones en el estado de oxidacién y en la ionizacion de Cp
sobre la dindmica y los reordenamientos estructurales locales de PRDX5, se analizaron descriptores
estructurales tales como Ca-RMSF, RMSD, distancia C,...Cy y cambios en la red de EdH del sitio activo a
lo largo de los 2 ps de simulacién cMD para cada sistema en estudio. Los resultados de distancia y

Ca-RMSF se presentan en la Figura 4.2.

De ocurrir un evento de desplegado local, como el que se deberia dar en la transiciéon FF> LU,
seria de esperar que se observara una disminucién en la distancia entre Cp y Cg. En la Figura 4.2 A se
presenta el grafico de la distribucién de dicha distancia para cada sistema. Independientemente del
estado de oxidacion y de ionizacién de Cp no se observa un acercamiento entre ambos residuos de
cisteina durante los 2 ps de dindmica molecular convencional; estos residuos permanecen a una
distancia cercana al valor hallado en la estructura cristalografica de la proteina reducida en
conformacion FF (13.8 A)78. Por otro lado, al analizar el RMSF de los Ca de los residuos cercanos a Cp
(Figura 4.2 B), se observan valores en el rango de 2 - 6 A para todos los sistemas, lo que muestra que la
dindmica local del extremo N-terminal de la hélice-a2 no se altera significativamente luego de la
oxidacién o desprotonacion de Cp. Con respecto al loop C-terminal que contienen a la Cg, se observa
que la movilidad es aun menor, sugiriendo que las modificaciones sobre C, afectan principalmente el
ambiente local que la rodea y no se extienden a lo largo de la proteina. En la Figura 4.3 se muestran las

redes de enlaces de hidrégeno que establecen Cp y Cy.
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Figura 4.2 Andlisis del efecto estructural de la oxidacidn y/o la ionizacion C, en las simulaciones cMD.
A: distribucion de la distancia C;...Ci en los 2 us de simulacion se muestra. B: perfil de Ca-RMSF por
residuo y su desviacién estandar calculado con el algoritmo MDLovoFit**®
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Figura 4.3 Red de EdH entre Cg, Cp y sus entornos locales en PRDX5 con Cp reducida
y en forma tiol (A) o tiolato (B) y con C, oxidada en su forma dacido sulfénico (C) o
sulfenato (D). Atomos en verde indican la frecuencia de aparicién del EdH que los
involucra en los 2 ps de simulacién (ver barra del mismo color a la derecha).
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Para Cy (Figura 4.3 A) se evidencian interacciones de EdH que se manteinen mas alla del
estado de oxidacién de C,, en concordancia con lo reportado en cuanto a su dindmica (poca
fluctuacién, Figura 4.2 B). Esta red de EdH que persiste en distintos estados de la proteina es
conservada involucra el grupo amida y cadenas laterales de la Thr150 y la Ser152 y a la cadena lateral
del Glu143. Ademas, en los sistemas con Cp reducida (sea en forma tiol o tiolato) se establecen EdH de
alta presencia entre la Argl27 conservada del sitio activo y los atomos de oxigeno de la Gly146 y

Gly148.

Con respecto a la red de EdH establecida alrededor de C, (Figura 4.3, paneles B, Cy D), en
este caso si se observan diferencias segln el estado de oxidacion/ionizacion del residuo. Cuando C; se
encuentra como tiol no se evidencian EdH que persistan al menos el 50 % de la simulacién (resultado
no mostrado en la Figura 4.3), mientras que cuando lo hace como tiolato si aparece una interaccion
con el grupo HO- de la Thr44 conservada del sito activo con presencia durante el 65 % de la simulacién
(Figura 4.3, B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el Capitulo 3, donde se aportd
evidencia que sefiala a este EdH como responsable de modular la nucleofilia de la Cp a la baja mientras
la enizma se encuentra “en reposo” y activdndola gradualmente una vez que el sutrato ingresa al sitio
activo, donde es posicionado mediante un nuevo EdH establecido con la Thr44, el residuo actua como
pivot, rotando y aercando al sustrato hasta C, mientras la interaccion directa de la Thr44 con ésta se
debilita. Por otro lado, una vez que la C, se oxida y queda como sulfenato (PRDX5-SO’), establece una
red de EdH con los grupos HO— de la Thr44 y la Ser48 y el grupo —“NH, de la Arg127, que persisten en
mas del 75 % de la simulacién (Figura 4.3, C). Sin embargo, cuando la C, oxidada se encuentra bajo la
forma de acido sulfénico, la red de EdH es mads labil y Unicamente se detecta una interaccién
transitoria actuando como dadora de H hacia el 4&tomo de oxigeno del esqueleto peptidico de la Gly41

(Figura 4.3, D).

4.2 Muestreo conformacional avanzado por aMD de PRDX5 considerando oxidacién e
ionizacion de Cp

La transicion FF> LU no sélo implica la reorganizacidn del segmento N-terminal de la hélice-a2
y del loop C-terminal de PRDXS5, sino también el acercamiento entre Cp y Cg, indispensablepara que la
etapa de resolucidon del ciclo ctalitico tenga lugar luego de la peroxidacion. Debido a que las
simulaciones convencionales no logran capturar esta transicién conformacional local, incluso habiendo
llegado a tiempos de simulacién en el orden de los us, se debié acudir a técnicas de muestreo

conformacional avanzadas, aplicando al sistema aMD con un factor de aceleracién A = 0.3. El efecto del
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estado de oxidacidn/ionizacién de C, a lo largo de la dinamica se monitored a través de dos
descriptores de naturaleza estructural que se muestran en la Figura 4.4, a saber, la distancia C,...Cy y el

contenido de estructura secundaria del segmento N-terminal de la hélice-a2 (residuos 42 - 51).
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Figura 4.4 Analisis estructural en los 500 ns de aMD para PRDX5-S, PRDX5-SO°, PRDX5-SH y
PRDX5-SOH. El cuadro superior de cada panel corresponde a la distancia Cp...C; en A y (A-negro, B-azul,
C-rojo y D-verde) y el inferior al contenido de estructura secundaria DSSP del segmento N-terminal de

la hélice-a2 (DSSP aH2).

Para el sistema reducido, ya sea con Cp en la forma tiolato o como tiol, se puede observar que
el segmento N-terminal de la hélice-a2 se mantiene estructurado a lo largo de los 500 ns de la
simulacién (Figura 4.4, A y 4.4, C), siendo mas estable en el caso de C; tiolato, algo esperable ya éste
establece usualmente redes de EdH mas fuertes respecto al tiol, tal como se observé con las dinamicas
convencionales. Con respecto a los sistemas con la C, oxidada, el contenido de estructura secundaria
de la hélice-a2 se mantiene Unicamente en el caso de PRDX5-SO" (Figura 4.4, B) mientras que cuando
C» se encuentra como sulfénico, se evidencia una gran pérdida de estructura a-hélice (Figura 4.4, D).
Estos resultados concuerdan con el hecho de que solamente en el sistema PRDX5-SOH se detecta un
acercamiento Cp...Cy a distancias menores a 4 A (y presente Unicamente el 0.7% de la simulacién),

cercania interatdmica adecuada para que pueda formarse el enlace disulfuro.
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Para entender mejor por qué Unicamente la forma sulfénico de la cisteina y no la sulfenato es
capaz de inducir el cambio conformacional FF> LU, logrando acercar ambas cisteinas se analizo la red

de EdH que cada especie establece con el ambiente que las rodea (Figura 4.5).

B AN o

Thraa 50% . 100%
H ~

% t4.94

Figura 4.5 Interacciones de EdH entre la cisteina oxidada a sulfenato
(A) y a sulfénico (B) y su entorno local a lo largo de los 500 ns de
dindmica molecular acelerada (aMD).

Como se observa, el sulfenato establece una red de EdH persistene en el sito activo que
incluye a la Thr44 y a la Arg127 conservadas, ambas acutando como acidos de Brgnsted, donantes de
H al 4&tomo de oxigeno incorporado a Cp, por lo que es esperable que a tal cercania, también se
establezca un puente salino con este residuo con carga neta positiva. Dichas interacciones, que estan
ausentes en la forma sulfénico, irian en la direcciéon de ayudar a la estabilizacién de la conformacion

FF en la proteina oxidada, dificultando el desplegado del segmento N-terminal de la hélice-a2.

4.3 Analisis de la transicion FF-LU mediante mapas bidimensionales de componentes
principales

El andlisis de los componentes principales (PCA) permite agrupar las distintas conformaciones
que forman parte de la trayectoria de una simulacién de dindmica molecular y la identificacion de
residuos clave involucrados en aquéllos movimientos de mayor amplitud. Se espera que el impulso
dual (aplicado sobre la energia potencial total y de los diedros) sea capaz de “empujar” al sistema
fuera del pozo de energia en donde esta la estructura cristalografica y asi poder muestrear otros

estados de baja energia.
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En la Figura 4.6 se muestra la representacién de los mapas PCA (construidos como PC1 x PC2 y
coloreados pro frecuencia segun se indica en el esquema al lado derecho de cada mapa) obtenidos

para cada uno de los cuatro sistemas en estudio: PRDX5-SH, PRDX5-S’, PRDX5-SOH y PRDX5-SO'.
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Figura 4.6. Andlisis de componentes principales y clusters con estructuras 3D para las poblaciones
representativas identificadas a partir del PCA. Graficos de la proyeccién de los 500 ns aMD de cada
sistema (A: PRDX5-S; B: PRDX5-SH; C: PRDX5-SO’; D: PRDX5-SOH) sobre el primer y el segundo vector
propio. Los tridngulos representan la posicion de las estructuras obtenidas de la cMD que presentaron
mayor frecuencia. Para cada grafico de PCA se representa una pseudo-trayectoria de los clusters de
mayor frecuencia, donde Cp y Ci se representan en bolas y varillas.

En los mapas PCA de los cuatro sistemas se evidencia que las estructuras representativas de
las simulaciones cMD se localizan en todos los casos cerca del origen en ambos ejes cartesianos (Figura
4.6, representados como triangulos). Esto apoya la nocion de que en las simulaciones con dinamica
molecular convencional el sistema queda “atrapado” en estados cercanos al correspondiente a la
estructura cristalografica de partida. Las simulaciones aMD exhiben mapas con cierto grado de
dispersion sobre al menos uno de los ejes, sefial de una poblacidn mas dindmica con mayores

variaciones estructurales. Del sistema que contiene a Cp-S surgen dos clusters con alta similitud
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estructural (ver los valores del area superficial accesible al solvente, SASA, de C; y C; en la Tabla 4.2),
siendo el cluster 2 mas flexible en el entorno del loop C-terminal (ver la superposicién de las
estructuras del cluster en la Figura 4.6 A). El sistema PRDX5-SH, presenta un comportamiento opuesto
en términos de flexibilidad y exposicion de la Cp al solvente. En el cluster 1, la C, se encuentra
completamente oculta, con un valor de SASA de 1.7 A%, mientras que en el cluster 2 el valor de SASA
aumenta a 80 A?, que representa el 60 % del SASA méaximo, usando como referencia el SASA de una

% Tabla 4.2. El cluster 2 logra capturar conformaciones en donde Cp y

Cys en un tripéptido Gly-Cys-Gly
Cr se encuentran a menos de 4 A (Figura 4.4), pero éste presenta baja frecuencia comparado con el
cluster 1 (Figura 4.5 B). Con respecto a PRDX5 oxidada, se observa que en el sistema con Cp-SO’, todas
las estructuras se agrupan en un Unico cluster caracterizado por tener una Cp, poco expuesta al
solvente (Tabla 4.2). Para el sistema con Cp-SOH, se observa un escenario mas interesante, con dos
clusters igualmente poblados en el mapa de PCA (Figura 4.5, D). Ambos clusters se caracterizan por
tener una Cp con alta exposicion al solvente (68 y 43 % del SASA mdaximo usando como referencia el

tripéptido Gly-CysOH-Gly, Tabla 4.2), pero sélo uno de ellos contiene conformaciones en donde Cpy Cy

se encuentran a una distancia suficiente para que ocurra la reaccién de formacién del enlace disulfuro.

Tabla 4.2 Caracterizaciéon conformacional por andlisis de clusters a partir de las trayectorias de las
dindmicas aMD de los cuatro sistemas estudiatos.

SASA (A?)
Sistema Cluster
CP CR

PRDX5-S 1 19.1+16.6 50.9 +8.9
2 22.1+18.4 51.5+9.9
PRDX5-SH 1 1.7+2.2 57.7+39.4
2 81.7+29.9 15.4 +18.3
PRDX5-50° 1 2.5+5.7 59.5+ 8.9
PRDX5-SOH 1 67.9+43.7 86.2 +33.4
2 108.6 + 40.2 97.6+14.1

Gly-Cys-Gly 132°

Gly-CysSOH-Gly 158°

293

®*Tomado de la referencia bCalculado con cpptraj
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La formacién de un enlace disulfuro en proteinas no solo implica una acercamiento entre los
dos residuos de Cys involucrados, sino una combinacién especifica de angulos y diedros®*. Los
resultados obtenidos a partir de los 200 ns de cMD de la PRDX5 en conformacién LU y oxidada a
disulfuro muestran valores para el diedro CepB-Scp?-Scr?-Ccrf de -86.1 + 9.8° y para los angulos
Cep®-CepP-Scp? ¥ Scrr-Cerf-Cer” de 114.5 + 3.5° y 115.6 + 3.6°, respectivamente, lo cual concuerda con lo

reportado por Petersen et al***

. El andlisis de los angulos involucrados permite determinar qué
conformaciones muestreadas en la dindmica molecular acelerada de PRDX5-SOH tienen las
caracteristicas geométricas necesarias para la formacién del enlace disulfuro entre Cp y Ci. Los angulos
promedio de Cep™-Cepf-Scp? ¥ ScrV-Crf-Cer® en el cluster 1 son 1155 * 4.0° y 110.8 = 3.9°
respectivamente y para aquéllas conformaciones que presentan una distancia Cp...Cx menor a 4 A, el

angulo diedro CepP-Scpr-Scr?-Ccr? se encuentra entre -70 y -117°, el cual es compatible con la formacion

del enlace disulfuro.
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Discusion
En este capitulo se presentaron los resultados del estudio del efecto que tiene el estado de
oxidacién y de ionizacién de la C, sobre la conformacién FF de PRDX5, estudiado a través de

simulaciones de dinamica molecular convencional y acelerada. Los datos obtenidos permitieron

determinar los factores que gobiernan la transicién FF>LU.

Esta transicidn es mas favorable cuando la C, estd oxidada, ya que la movilidad de la regién
N-terminal de la hélice-a2 aumenta significativamente con respecto a la especie reducida, generando
una pérdida en el contenido de estructura secundaria que es acompanada por un acercamiento entre
Cr y Cg, hecho necesario para que ocurra la reaccién de resolucidn. El evento de desplegado sélo se
observé para la estructura con C, oxidada a sulfénico (PRDX5-SOH) y se atribuye a que esta especie no
establece ni EdH ni otro tipo de interacciones electrostdticas con los residuos vecinos. De esta manera
la conformacion FF se desestabiliza, favoreciendo la transicion hacia la conformacion LU. En el caso en
que Cp se encuentra oxidada, pero presente en forma sulfenato (PRDX5-SQO), éste establece un fuerte
EdH con la Thr44 y un fuerte puente salino con la Argl27, estabilizando la conformacién FF y

desfavoreciendo la transicién FF=>LU.

El hecho que el sulfenato sea incapaz de provocar el desplegado de la hélice-a2 es un hallazgo
muy interesante y concuerda con los resultados presentados en el Capitulo 3. La reacciéon de
peroxidacidn da como producto al acido sulfénico en lugar de un al sulfenato, a diferencia de lo
observado en la AhpE, una Prx de 1-Cys que no presenta este cambio conformacional en el ciclo
catalitico™™. Los resultados también concuerdan con las estructuras cristalograficas reportadas de
PRDX4 en forma reducida y oxidada a sulfénico y a disulfuro, que muestran al equilibrio FF-LU
desplazado hacia la forma LU una vez que la C, se oxida a acido sulfénico®. No obstante, la

162 pero la reduccion de la enzima se

conformacion LU se observd en la AhpC en estado reducido
realizd en los cristales y con el reductor no especifico DTT. Es posible que en el estado sélido la
flexibilidad de la enzima se vea afectada y no logre recuperar la conformacién FF luego de la reduccién,
debido a fuerzas de empaquetamiento en el cristal o a que el reductor natural es la AhpF*’?, que
podria tener la funcién de asistir a la Prx en la transicién hacia la conformacién FF ademas de catalizar
la reduccidn del enlace disulfuro. Resultados recientes de Perkins et al. postulan que la oxidacién a
sulfenato de la C, de PrxQ de Xanthomonas campestris seria capaz de promover la transicidon hacia la

.7 2 . . . . s .
conformacién LU?”, sin embargo, los critales se obtuvieron a pH = 4.5, siendo el pK, de sulfénico ~
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6'%2% es esperable que la especie presente en esos cristales sea el Cp-SOH y no su contraparte

ionizada C,-SO" .

Como se menciond previamente, el evento de desplegado sélo fue observado en la estructura
con Cp oxidada a acido sulfénico, y la distancia apropiada para formar el enlace disulfuro se encontré
unicamente en el 0.7 % de las estructuras muestreadas en la simulacién aMD. Esto indica que la
transicién tendrd una baja probabilidad de ocurrencia, al parecer la proteina tendria la funcién de
dificultar el paso de resolucién. En el Capitulo 5 se mostraran los resultados de la determinacién de pK,
de las formas Cp-SOH y la Cz-SH de PRDX5 que muestran qué a pH mitocondrial (~7.9), las especies mas
probables van a ser el tiol en Cy y el sulfenato en C,. Si se tiene en cuenta que las especies mas
favorables para que ocurra la reaccion de resolucién son el tiolato en Ci y el sulfénico en C, (mejor

nucledfilo y mejor electrdfilo respecto a la primera posibilidad), se concluye que la proteina introduce

un “freno” en el ciclo catalitico a través del enlentecimiento del paso resolutivo. Resta preguntarse,
ées el enlentecimiento de la reaccién de resolucidon una ventaja evolutiva o se trata de un efecto
secundario? Copley et al. propusieron un modelo evolutivo en donde establecen que las Prx
emergieron de un ancestro tipo Trx, teniendo como eslabdén a la proteina de la maduracion del
citocromo (CMP)®'. Trx y CMP catalizan reacciones de oxidorreduccién de enlaces disulfuros y
comparten el motivo conservado CXXC involucrado en la catalisis y una cis-Pro necesaria para la unién
de sustratos polipeptidicos. Durante la evolucidn de las Prx, el residuo de cis-Pro se sustituyd por una
Arg y la Cys N-terminal del motivo CXXC por una Thr. Esto llevd a que en las Prx la Cys C-terminal se
convirtiera en la que realiza el ataque nucleofilico sobre el sustrato y a la inserciéon de la C; en la
porcién C-terminal de la proteina. De esta manera, un sitio activo que estaba especializado en catalizar

la reduccion de enlaces disulfuro se transformd en otro que reduce perdxidos, acarreando como

consecuencia la disminucion en la eficiencia de la reaccidon de resolucion.

Por otro lado, debido a que el H,0, puede actuar como segundo mensajero, es posible que
este enlentecimiento sea una ventaja evolutiva. Si se frena la transicion hacia la conformacion LU, la
enzima se va a encontrar mas tiempo en estado oxidado a sulfénico, lo que puede tener como
consecuencia que la proteina sea mas susceptible a la sobreoxidacion®®, lo cual conduciria a la
acumulacidn local de H,0,, o que se formen disulfuros mixtos entre la Prx y proteinas blanco®’®. Estos

efectos podrian estar implicados en la regulacién de vias de sefializacién dependientes de H,0,%.
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Capitulo 5: Resolucion vs. oxidacion
en PRDXS5. Cinética de la formacion
del enlace disulfuro y sobreoxidacion.
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Resumen del capitulo

En las Prx 2-Cys, el segundo paso del ciclo catalitico involucra la formaciéon de un enlace
disulfuro entre el Cp-SOH, producto del primer paso del ciclo catalitico y la Cz-SH. Dicha reaccion
requiere la transicidon previa de la enzima hacia la conformacién LU que acerca a ambas cisteinas. Por
otro lado, si previo a la transicién a la conformacién LU el sulfénico en C, reacciona con una segunda
molécula de perdxido, la enzima se sobreoxida, inactivdndose. Por lo tanto, las reacciones de
resolucidn y sobreoxidacidén se encuentran en competencia y cudl de ellas sera favorecida dependerd

de la velocidad de cada una de las reacciones y del equilibrio entre las conformaciones FF y LU.

En este capitulo se presenta el estudio de la reaccion de resolucién y sobreoxidacién en PRDX5
WT. Para abordar la resolucidn, se determind su constante de velocidad (k,.s) a diferentes valores de
pH y los pK,s de las dos cisteinas involucradas, en las formas Cp-SO(H) y Cz-S(H). También se determiné
el pK,de C; en la enzima en conformacién FF y LU a través de simulaciones de dindmica molecular a pH
constante. Con respecto a la reaccidon de sobreoxidacion, la misma se siguié a través del corrimiento
acido en un isoelectroenfoque (IEF), generado por la formacidn de sulfinico o sulfénico (SO, y SO5). Se
recurrid a un ciclo catalittico artifical utilizando al DTT como reductor y mediante la simulacién en

Gepasi®’ se estimd la constante de velocidad de la reaccién de sobreoxidacién.

Los resultados muestran que la reaccién de resolucion presenta una K. de 18.7 s a pH 7.4y
el valor de pK, del C,-SOH es 6.8, mientras que el del Cz-SH es de 7.4. Las simulaciones de dindmica
molecular a pH constante indicaron que la diferencia observada en el pK, de C; determinado en este
experimento y el previamente publicado puede deberse al diferente microambiente en el que se

encuentra la Cys. Para el proceso de sobreoxidacion se determind una constante kgox de ~170 M s™.

La comparacion de k. ¥ kggx de PRDX5 con los datos reportados para otras peroxirredoxinas
tales como PRDX1, PRDX2, PRDX3 y AhpC, indica que la sensibilidad a la sobreoxidacion de cada una de
ellas va a depender de la velocidad de formacidon del enlace disulfuro y de la velocidad de
sobreoxidacion. Ademas, debido a que el cambio conformacional FF-LU influye sobre ambas
reacciones, éste también va a ser parte de los factores que determinan cudl de los dos caminos va a
seguir el Cp,-SOH una vez que se forme. La cinética de la reaccidon de resolucién es diferente entre
diversas Prx de 2-Cys y esta caracteristica puede relacionarse con la transduccién de sefales redox

mediadas por H,0,.
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Metodologia

5.1 Determinacion de la constante de velocidad de la formacion del enlace disulfuro entre
Cp-SOH y Cr-SH en PRDX5WT,

El gen de PRDX5 sin la secuencia mitocondrial se cloné en un vector pQE30 con resistencia a
ampicilina y con tag de 6 histidinas. Se transformaron bacterias E. coli DE3 y para expresar la proteina
se partié de un cultivo O.N. realizando un cambio de escala 1/100 y permitiendo el crecimiento
bacteriano hasta una densidad éptica a 600 nm de 0.6. Posteriormente se realizé la induccidn de la
expresion proteica con 1 mM de Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) por 4 h a 37 °C. El pellet
bacteriano fue lisado a través de un proceso de sonicacién en presencia de 1 mM del inhibidor de
proteasas de serina fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), posteriormente se procedid a centrifugar
por dos horas a 10000 g para separar la fraccién soluble de la insoluble. La fraccidn soluble fue cargada
en una columna de afinidad de Ni** en presencia de buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl y 20
mM imidazol, pH 7.4. La cromatografia se realizdé en un equipo AKTA Prime, realizando la elucién en el
mismo buffer pero con un gradiente de 20 a 500 mM de imidazol, las fracciones que contienen la
proteina son dializadas O.N. contra un buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl, pH 7.4. La pureza de

las distintas fracciones es analizada por electroforesis en gel desnaturalizante con SDS.

Para determinar las constantes de velocidad de formacién del enlace disulfuro se trabajé en un
equipo de flujo detenido asociado a un espectrofluorimetro, siguiendo el aumento en la fluorescencia

168 Se utilizd una longitud de onda de

de PRDX5 al oxidarse, tal como ha sido reportado previamente
excitacion de 280 nm y para detectar la fluorescencia un filtro de 320 nm. Cuando se trabaja en
condiciones de pseudo-primer orden con exceso de H,0, la reaccién de oxidacién de la cisteina
peroxidatica es la limitante, por lo tanto al realizar el grafico de k ,_vs. [H,0,] se obtiene una tendencia
lineal creciente. Sin embargo cuando la concentraciéon de H,0, se incrementa alin mas, la reaccion
limitante pasa a ser la formacién del enlace disulfuro, por lo tanto, la k, determinada en esas
condiciones corresponde a la constante de velocidad de ese proceso y no a la de la oxidacién de C,,

1 . .
8 Por lo tanto, para medir las constantes de velocidad de la

esto ya fue reportado para PRDX5
resolucidon se determind primero a qué concentracién de H,0, pasaba a ser limitante la reaccion de
formacién de disulfuro y luego utilizando esa concentracion se determinaron las k,_a diferentes pHs,
ya que esta es una reaccién que depende de dos especies ionizables: el acido sulfénico en C; y el tiol

en Cy se esperaba obtener una curva con forma de campana, tipica para este tipo de reacciones.
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Teniendo en cuenta el estado de protonacidon de las dos especies que intervienen en la
reaccion de resolucion: Cp-SOH y Cz-SH, hay cuatro posibles combinaciones. Si consideramos que el
tiolato es el mejor nucledfilo y el acido sulfénico el mejor electrdfilo, y que la nucleofilia del tiolato es
mas importante que la electrofilia del acido sulfénico en la determinacién de la constante de

velocidad, las cuatro posibilidades pueden ordenarse desde la mas rapida a la mas lenta de la siguiente

forma:
RS"+ RSOH — RSSR + OH" (5.1)
RS+ RSO+ H* — RSSR+ OH" (5.2)
RSH + RSOH — RSSR + H,0 (5.3)
RSH+ RSO"-RSSR+ OH- (5.4)
De esta forma, la ley de velocidad de la reaccién de resolucidon queda determinada como:
v = K..s[RSH];[RSOH], (5.5)

donde [RSH]; y [RSOH]; son las concentraciones totales de tiol y dcido sulfénico, respectivamente. La
velocidad de la reaccién (v) es la suma de las velocidades de las cuatro posibles combinaciones y son
dependientes del pH segun la distribucion de las especies involucradas. Por ejemplo, la ley de

velocidad de la reaccion 1 sera:

v =Kk, [RS’][RSOH] (5.6)

o lo que es lo mismo,

KgH H+
v = k4 [RSH] (m) [RSOH] 1 <@) (5.7)

Donde KgHand KgOHson las constantes de ionizacion de Cz-SH y C,-SOH, respectivamente. Por lo tanto,

la constante de velocidad aparente a un determinado pH sera:

P 1o K3" HT \_, [H*]K3" (5.8)
Lo [H*]+K§“> [H*]+K§°“> — U I\HT + [HP](KSHAKSOH) 4 KSHKSOH

Las constantes de velocidad aparente para las otras tres combinaciones pueden ser derivadas
de la misma manera. Debido a que las cuatro combinaciones ocurren en simultaneo, la constante de

velocidad total de la resolucién serd la suma de las constantes de velocidad aparentes:
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Kres = K"+ K5+ k5" + k3P (5.9)

K, =

res

kq [HIKSH +K,KHKROH +ks [H]2 4k, [HYKZOH (5.10)
[H*]? + [H*T(KEH+KZOM)+ K3HKZOH

Esta ecuacién permite ajustar el grafico de kigs vs. pH y obtener el valor del pK, de C, y Cz y las

constantes de velocidad independiente del pH para cada escenario.

Para la determinacion de las constantes de velocidad se utilizd un sistema de buffer que
conteniene 30 mM Tris, 15 mM acético y 15 mM MES, ademas se agregd 120 mM NaCl y 100 uM de
acido pentético (DTPA). La concentracidon proteica utilizada fue de 1 uM, la cual se determind
midiendo la absorbancia a 280 nm y utilizando un & = 5500 Mtem? por otro lado se utilizé6 H,0, 200
puM, determinando su concentracién mediante la absorbancia a 240 nm vy utilizando un € = 39.4 m?

-1298
cm .

5.2 Dinamica molecular a pH constante para determinae el pK, de Ck en PRDX5WT FF y LU

271

Se realizaron simulaciones a pH constante en solvente explicito utilizando AMBER 16°"". En la

Figura 5.1 se muestra el diagrama de la implementacién de este tipo de procedimiento con el modelo

299

de protonacién discreta en AMBER™”. Tal como estd implementado, el muestreo conformacional es

realizado con una simulacién de dinamica molecular cldsica en solvente explicito, mientras que el

286

muestreo del estado de protonacién se realiza con el método Monte Carlo™ en solvente implicito

utilizando el modelo de Born generalizado®®.

Los cambios en los estados de protonacién son aceptados o rechazados después de evaluar su

costo energético, en base a la identidad del residuo, ambiente y pH del solvente:
AG =kgTIn10(pH - pK, rer) + AGyy - AGrefmm (5.11)

donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, pH el correspondiente a la
simulacion, pK, . es el pK, del compuesto de referencia (en este caso la cisteina rematada con un
grupo acetilo en el extremo N-terminal y metilamida en el extremo C-terminal), AGyy la contribucién
de mecanica molecular (interacciones electrostaticas) y AGy vy la contribucion de mecdnica

molecular a la energia libre de la reaccién de protonacién para el compuesto de referencia.

El uso de un compuesto de referencia permite la cancelacion de los términos de energia de

solvatacion del protdn y la contribucion cuantica de la ruptura/formacion de enlace.
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Eliminacidon del solvente
Uso de Generalized Born

Se restaura el solvente

No, n no cambié Si, n cambié

Figura 5.1 Diagrama de implementacién de la dinamica molecular a

pH constante en solvente explicito en el programa AMBER*®.

Para mejorar el muestreo conformacional, a la simulacién dindmica molecular a pH constante

se le acoplé un muestreo por Replica Exchange en la dimensién pH (pH-REMD)**.

Se simularon cuatro escenarios distintos:

i) PRDX5 con Cp reducida y en conformacion FF donde solo se permitié el cambio en el estado de
protonacion de Cy (PRDX5"%-Cg-FF).

ii) PRDX5 con Cp reducida y en conformacién FF permitiendo el cambio en el estado de protonacion de
la Cry el Glul43 (PRDXS'ed-CR-GIu143-FF). Glu143 debido a su cercania a Cgen la conformacién FF.

iii) PRDX5 con C, oxidada a acido sulfénico y en conformacién LU permitiendo la desprotonacidn de Cy
(PRDX5%-Cx-LU).

iv) PRDX5 con C, oxidada y en conformacion LU permitiendo la desprotonacion de C, y Cy

(PRDX5%-Cp-Cg-LU).

De esta manera se determind el efecto de cambios en la conformacién (FF y LU), el estado de
oxidacion de la Cp y el estado de protonacion del Glu143 sobre el pK, de Ci. El Glul43 se encuentra
muy cercano a C en la conformacién FF y podria actuar como lanzadera de protones entre la Argl27 y
la Cg, desprotonando a Cz y protonando a la Argl27 que culminé neutra en la reaccién de
peroxidacidn. Por otra parte, el C,-SOH se encuentra cercano a Ci en la conformaciéon LU, previo a la

reacciéon de resolucion.
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La estructura de PRDX5 reducida en conformacion FF fue obtenida del Protein Data Bank
(PRBID: 1HD2)”® y la de PRDX5 con C, oxidada a sulfénico y en conformacién LU de la simulacién de
dindmica molecular acelerada (descrito en el Capitulo 4, seccidn 4.2), se selecciond una estructura en
donde los 4tomos de azufre de Cpy Cz se encontraran a una distancia de 4 A. Se utilizé el campo de
fuerza de AMBER ff10**°% ya que es el compatible para simulaciones a pH constante en AMBER, se
obtuvieron parametros de la literatura para describir el &cido cisteinsulfénico®™ y se utilizé el campo

de fuerza TIP3P'*° para describir las moléculas de agua.
Cada estructura fue sometida al siguiente procedimiento:

i) Minimizacién de las moléculas de agua y contraiones (500 pasos SD**® y 2000 CG**) con una
restriccion de 10 kcal mol™ sobre la proteina.

i)  Minimizacién del sistema completo (5000 pasos SD**® y 15000 pasos CG**°) con una restriccién de
10 kcal mol™ A sobre el esqueleto peptidico.

iii) Calentamiento del sistema a 0 a 300 K con una simulacidn de 6 ns en ensemble NVT utilizando el
termostato de Langevin®®’ y una restriccion de 1 kcal mol™ A sobre el esqueleto peptidico.

iv) Equilibracion de la densidad a 1 g cm™ a través de dos dindmicas moleculares en ensemble NPT,
primero se corrieron 6 ns con una restriccion de 0.1 kcal mol™ sobre el esqueleto peptidico y
luego otros 6 ns pero sin restricciones.

v) Equilibraciéon en ensemble NVT de 5 ns a cada pH (3 a 12 con un espaciamiento de una unidad de
pH, 10 réplicas en total).

vi) Simulaciéon de 50 ns a cada pH, realizando intentos de intercambio entre distintas replicas e
intentos de cambio en el estado de protonacién cada 200 fs y utilizando un tiempo de relajacion
del solvente de 200 fs.

Para incluir al acido cisteinsulfénico como residuo titulable, se modificd el archivo

271

titratable_residues.py del médulo Antechamber de AmberTools™"". En él se incluyeron las cargas RESP

del acido cisteinsulfénico en forma neutra y desprotonada (Tabla 5.1), su pK, obtenido de datos

)*®* v el AG de desprotonacién = 83.3 kcal mol™. Este valor fue obtenido a partir de

experimentales (7.6
la simulacién a pH constante del acido cisteinsulfénico completado con un grupo acetilo en el extremo
N-terminal y un grupo metilamida en el C-terminal (ACE-CSO-NME). La simulacién se realizé a pH = pK,,
con un initial guess para el AG igual al de la cisteina, el AG se fue ajustando hasta que la fraccidn

neutro/desprotonado fue igual a 1.
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Los detalles metodoldgicos de la dinamica molecular a pH constante del compuesto modelo
ACE-CSO-NME son los siguientes: i) solvente explicito TIP3P; ii) minimizacion y calentamiento a 300 K
con termostato de Langevin®’; iii) 2 ns de equilibracién de la densidad en ensemble NPT; iv) 2 ns de

dindmica molecular en ensemble NVT a pH =7.6.

Tabla 5.1 Cargas atdmicas RESP (u.a.) calculadas para el acido cisteinsulfénico en su forma neutra y
desprotonada

Tipo de 4tomo Cys-SOH Cys-SO’
N -0.4157 -0.4157
H 0.2719 0.2719
CA 0.0213 -0.0989
HA 0.1124 0.0866
CB -0.1231 -0.3106
HB2 0.1112 0.1523
HB3 0.1112 0.1523
SG -0.1086 -0.1923
oD -0.45 -0.6749
HG 0.44 0
C 0.5973 0.5973
0] -0.5679 -0.5679

Las fracciones de tiol o sulfénico desprotonado (f;) se calcularon con el programa cphstats
incluido en AmberTools?”?, dichas fracciones se graficaron en funcién del pH para obtener las curvas de
titulacién y los pK, a través del ajuste a la ecuacidon de Henderson-Hasselbalch:

1 (5.12)

fa =13 Towkasm

5.3 Estimacion de la constante de velocidad de sobreoxidacion mediante medida a tiempo
final con isoelectroenfoque

Los productos de sobreoxidacion de la cisteina Cys-SO,(H) y Cys-SO;(H) presentan pK,s

~n304 305
2

extremadamente acidos, y -377, respectivamente. Por lo tanto generan un corrimiento acido en
un isoelectroenfoque (IEF), lo cual permite seguir su formacion mediante esta técnica. Para estudiar la
constante de velocidad de sobreoxidacion de C, en PRDX5 WT se utilizé un sistema de ciclo catalitico
artificial en donde se mezclé PRDX5 68.5 UM (concentracién necesaria para los geles de IEF) con H,0,
en concentraciones crecientes (0 - 9.5 mM) y el reductor DTT en exceso (9.6 mM) durante 2 horas a

temperatura ambiente a pH 7 en un buffer 30 mM Tris, 15 mM Acético, 15 mM MES con 120 mM NacCl
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y 100 uM DTPA. Luego la reaccién se detuvo con el alquilante de tioles yodoacetamida 0.5 M vy la

mezcla de reaccidén se corrid en un IEF de pH 3 - 10. Por densitometria, utilizando el programa

306

Images ™", se calculé la fraccion de PRDX5 sobreoxidada y PRDX5 reducida. Como se conocen todas las

constantes de velocidad de las reacciones del ciclo, excepto la de sobreoxidacion (Tabla 5.2), es

297

posible simular el sistema en Gepasi 3.37" y obtener un valor aproximado para la constante de

velocidad de sobreoxidacién.

Tabla 5.2 Constantes de velocidad a 25°C y pH 7.2 para cada una de las reacciones involucradas en el
ciclo catalitico artificial de la reduccion de H,0, por PRDXS5, utilizando DTT como agente reductor.

Reaccién .
PRDXS + H,0, > PRDXSOH 43x10°M*st?
PRDXSOH -> PRDXSS 22.1s'°
PRDXSS + DTT - PRDXS 41Mste
PRDXSO(H) + H,0, - PRDXSOX' Ksox
DTT,eq + H;0, > DTToyq + H,0 0.15M* s

? Obtenido de la ref '
® Extrapolada del grafico 5.3
V4 Determinadas por Gerardo Ferrer
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Resultados
5.1 Reaccion de resolucion, pK,s de Cp-SOH y Cr-SH y constante de velocidad

La reaccién de formacion del enlace disulfuro entre el acido sulfénico de C; y el tiol de Cj se
estudio a distintos pH, obteniéndose una curva con forma de campana, tipica para las reacciones entre
dos especies con propiedades acido base. Su ajuste a la ec. 5.10 permitié determinar el pK, de ambas
especies y las constantes de velocidad de la reacciéon independiente del pH, considerando los
diferentes estados de protonacién del SOH y SH (ec. 5.1 a 5.3). En la siguiente figura se muestra el
grafico de K,y vs. [H,0,], estudiada a tres pHs. Se evidencia que para cada pH hay una porcién que
presenta dependencia lineal con la concentracidon de H,0,, lo cual indica que el paso limitante de la
reaccion es la oxidacién de C; a 4cido sulfénico. Una vez que se incrementa aun mas la concentraciéon
de H,0,, la ks deja de aumentar, esto es atribuido a que el paso limitante de la reaccién ya no es la
oxidacién, sino la formacién del enlace disulfuro Cp-S-S-Cz, fendmeno que se habia observado

previamente en PRDX5',

201

0 1 1 1 1
0 50 100 150 200

[H,0,] (uM)

Figura 5.2 Cinética de oxidacion de PRDX5 por H,0, Constantes de
velocidad determinadas a 25 °Cy a pH 5.84 (H); 7.08 () y 8.94 (A).
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A los tres pHs estudiados, a una concentracion de H,0, de 200 uM, la k

asintético. Por esto se selecciond esta concentracion para determinar el resto de las k
diferentes pHs, obteniéndose el siguiente grafico.

?ES se acerca al limite
?ES a los
30 -
25 -
20 -
o
g8 15-
4
10 -
[ ]
5
0 T . : . .
pH
PRDX5.

El ajuste del grafico de k

10
Figura 5.3 Perfil de pH de la constante de velocidad de resolucién de
ap

res

vs. pH a la ec. 5.10 se realizd fijando el valor de k; en 0 para
simplificar el ajuste. Se obtuvieron los valores de k1, k;, k3 y los pK, del grupo tiol de la Cy y del grupo
sulfénico de la Cp, Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Valores obtenidos del ajuste del grafico de

kPP vs. pH con la ec. 5.10.
Parametro
kq 1032+425s™
k, 3.7+055"
ks 0+3.1s"
pK,™ 7.35+0.09
pK,>" 59+0.1
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El valor del pK; del dcido sulfénico es cercano a los otros dos valores reportados en literatura,
6.6 para AhpE'® y 6.1 para la mutante C156S de AhpC*”’. Por otro lado, el valor obtenido para el grupo
tiol de Cg es menor al que se habia reportado previamente mediante la reaccién con mBBr, donde se

obtuvo un valor de 8.5

. En dicho experimento la enzima se encontraba en forma reducida y el pK, se
determind a partir de la velocidad de alquilacién del tiol por mBBr, en estas condiciones es esperable
qgue la enzima se encuentre en conformacion FF. La determinacién de pK, realizada con el seguimiento
de la kP, involucra la oxidacién de Cp y la transicién hacia la conformacién LU, por lo tanto es posible
que las diferencias observadas en el pK, de C; se deban a los diferentes microambientes en los que se
encuentra dicho residuo en cada uno de los experimentos. Para verificar esta posibilidad, se realizaron
simulaciones a pH constante para titular el pK, de la Cz en dos condiciones diferentes: una en donde la
enzima se encuentra reducida y en conformacion FF y otra en donde la enzima se encuentra con Cp
oxidada a sulfénico y en conformacién LU. Como se menciond previamente, se ha postulado al residuo
de Glul43 como posible responsable de la desprotonacion de Cg, por lo tanto, también se estudid su

influencia sobre el pK, de Cg, permitiendo o no su cambio en el estado de protonacidon mientras se

titula a la Cg.

5.2 Influencia de la conformacion (FF y LU) y del estado de protonacion de Cp y del residuo
Glu143 sobre el pK;, de Cr

En la Figura 5.4 A y B se muestran las curvas de titulacion de Cz en los cuatro escenarios
estudiados: diferente conformacion proteica (FF o LU) y permitiendo o no el cambio en el estado de
protonacion de Cp-SOH y Glul143. Cuando la proteina estd en conformacién FF y con C; reducida a tiol,
el pK, de Ci es de 13.6, el cual se encuentra sobreestimado ya que experimentalmente se determiné

un valor de 8.5

. La inclusién del residuo de Glul43 como titulable disminuye dos unidades el pK, de
Cr (Figura 5.4, A), esto indica que dicho residuo tiene un efecto significativo en su desprotonacién. Si
se comparan los paneles A y B se observa que el pK, de Cz es menor cuando la proteina se encuentra
en conformacién LU, con una disminucidn de dos unidades de pK,. Si bien los valores absolutos de pK,
obtenidos son lejanos a los obtenidos experimentales, el ApK, si es cercano al observado
experimentalmente. Por otra parte, la inclusién del C,-SOH como residuo titulable no afecto el pkK, de
Cr (Figura 5.4, B). Estos resultados, obtenidos mediante simulaciones a pH constante, muestran la

misma tendencia que se observo experimentalmente: hay una diferencia en el valor del pK, de Cg

segun cudl sea la conformacién de la enzima.
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094 ® PRDX5™-C_-FF (pK =13.6)
0.8 - PRDX5*-C_-Glu143-FF (pK_=11.5)
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Figura 5.4 Curvas de titulacion de Cg. A: proteina en conformacién FF donde se tituld
unicamente Cy (trazo negro) o Cz y Glu143 (trazo verde). B: proteina en conformacién
LU donde se titulé unicamente Cg (trazo rojo) o Cy y Cp-SOH (trazo azul).

5.3 Estimacion de la constante de sobreoxidacion de Cp-SOH por H,0; medida a tiempo final

En la Figura 5.5 se muestra el resultado del isoelectroenfoque de la reaccién de
sobreoxidacidon de PRDX5 en el sistema acoplado a DTT como reductor. En primer lugar, se evidencia
que el punto isoeléctrico de PRDX5 reducida se encuentra alrededor de 8, el cual esta alejado del

3% por otro lado se evidencia un corrimiento 4cido a medida

reportado experimentalmente de 7.07
que aumenta la concentracion de H,0, en la muestra, lo cual indicaria un incremento de PRDX5
sobreoxidada. En el carril sin presencia de H,0, se evidencia la presencia de proteina sobreoxidada, lo
cual indicaria que durante el proceso de expresidon/purificacion ésta se sobreoxida. Las bandas

ope . . ’ . 2! . 3
observadas en el IEF fueron cuantificadas mediante densitometria y en Gepasi 3.3*’ se simulé el
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sistema completo con diferentes kgox de forma tal de reproducir el patrén observado

experimentalmente. Los resultados se muestran en la Figura 5.6.

[H,0,],
PL 0 03 0509324 38 48 5776 86 95

PRDXS5-S

PRDX5-SOx
Figura 5.5 Isoelectroenfoque de pH 3 - 10 de la mezcla de reaccién del ciclo
artificial PRDX5 + H,0, + DTT a diferentes concentraciones de H,0,.
100 m 1§-
]
u
|
80 u 80
u
] u
60 60
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2 - :
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[H,0,], (MM)

Figura 5.6 Sobreoxidacion de PRDX5. A: resultados de la cuantificacion de las bandas del IEF. B:
resultados de la simulacién con Gepasi utilizando una kggx ~ 170 M™ s™. o PRDX5 reducida y o PRDX5
sobreoxidada.

A partir de la cuantificacidn del gel y de la simulacion en Gepasi se obtuvo una constante de
velocidad aproximada para la sobreoxidacién de 170 M™ s™.
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Discusion
En este capitulo se reportan los pK;s del sulfénico formado en C,y del tiol en Czy la constante
de velocidad de la formacidn del disulfuro en PRDX5. Con respecto a los pK;,s se evidencia un sulfénico

105,307

con un pK, = 5.9, valor cercano al obtenido para otras dos Prx: AhpE y AhpC . El pK, obtenido para

el grupo tiol de Cj resultd ser 1.4 unidades menor al obtenido en experimentos previos mediante la

alquilacion del tiol con mBBr (7.35 vs 8.8) '

. Dicha diferencia es atribuida al microambiente en el que
se encuentra la cisteina en los distintos experimentos. Mientras que en el primero la enzima se
encuentra transitando entre las conformaciones FF y LU, en el segundo la enzima se encuentra
mayoritariamente en conformacion FF. Ademas, la oxidacidn de C, podria afectar el residuo de Glu143
a través de la Argl27 y éste a su vez podria también afectar el pK, de Ci. Las simulaciones a pH
constante, en donde se tituld a la Cg en la enzima en ambas conformaciones mostraron un corrimiento
del pK, cercano a lo observado experimentalmente Resultados similares fueron obtenidos en las

2% En funcién de la

enzimas AhpC, PRDX1 y PRDX2, con corrimientos entre 0.5 y 1 unidad de pK,
nuclofilia del tiolato y la electrofilia del sulfénico, es esperable que la reaccién mds favorecida
cinéticamente sea la de Cp-SOH con Ci-S, sin embargo, los pK,s indican que a pH 7.4 hay mayor
proporcién de C,-SO" y Ciz-SH, lo cual desfavorece la reaccidn. Con respecto a la constante de velocidad
de la reaccién entre un 4cido cisteinsulfenico y una cisteina (kgg), hay dos valores reportados en
literatura: 720 M*s™ %y limite inferior de 10° M™ s* %, ambos a pH = 6. Para poder comparar la
reaccion entre C,-SOH y Cz-SH en la enzima con la que ocurre en solucién hay que recurrir al calculo de
molaridades efectivas, un término empirico utilizado para relacionar la cinética y equilibrio de
reacciones intramoleculares e intermoleculares. Si se define como el cociente entre la constante de

velocidad de la reaccidn intramolecular (kiss) y la constante de velocidad de segundo orden de la

misma reaccién intermolecular (kgg):
_ k?é)s/ (5.13)
Metr="""/ kg

utilizando la kgg = 720 M s™ y una kigs =19.5 s (extrapolada del gréfico de la Figura 5.3 a pH 6),
Mg = 27 mM. Si se asume que Cp-SOH y Cz-SH se encuentran restringidos en una esfera de 13 A de
radio (distancia entre Cp y Cg observada en el crital de PRDX5 reducida’®), la concentracion efectiva es
de 117 mM, mas de 4 veces mayor a la M. Esto indica que la probabilidad de encuentro de Cp y Cg
esta restringida en la enzima en comparacién a lo que ocurre en solucién, la proteina actia como una

barrera estérica que enlentece la formacién del enlace disulfuro. Existen tres ejemplos en literatura
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gue muestran como ciertas modificaciones son capaces de acelerar la formacién del disulfuro. La
nitracion de la Tyrl93 en PRDX2 que favorece la conformaciéon LU, acelerando la reaccién de
resolucion’®; la mutacién de un residuo de cisteina no involucrado en la catélisis en una micotiol
peroxidasa de Corynebacterium glutamicum que hace que la k.. sea 5 veces mayor a la obtenida para
la enzima wild type*® y por tltimo la mutacién de Leu109 por Met en PfAOP que afecta la velocidad de

resolucién, disminuyendo la suceptibilidad de la enzima a sobreoxidarse®™.

Los resultados de los pK,s de C,-SOH y Cz-SH, el andlisis de la constante de velocidad y la
transicion hacia la conformaciéon LU (Capitulo 4), muestran que la reaccidn de resolucidon no esta

favorecida en la enzima:

i) las especies mas favorables para la reaccion (C,-SOH y Cz-S’) no son las mas abundantes
ii) hay un enlentecimiento en la velocidad de reaccién con respecto a la misma reaccién bimolecular
en solucidn

iii) la transicién hacia la conformacién LU no es muy probable

En la siguiente tabla se muestra la kfgs para PRDX5 y su comparacién con otras tres Prx del

tipo 2-Cys : PRDX1 y PRDX2 (humanas) y AhpC (bacteriana)*”.

Tabla 5.4 Constante de velocidad a pH 7.4 para la reaccién entre Cp-SOH y C-SH de distintas Prx*®.

Prx Kres (s7)
AhpC 104.8
PRDX5 18.7
PRDX1 12.9
PRDX2 0.64

. a . . .
A partir de las krgs presentadas en la Tabla 5.4 se evidencia que el paso resolutivo ocurre con

diferente constante de velocidad segln el tipo de peroxirredoxina. La kfgs obtenida para AhpCes 5, 8y
164 veces mayor que la correspondiente a PRDX5, PRDX1 y PRDX2, respectivamente. Este resultado
indicaria que durante la evolucdidn de las Prx humanas se enlentecié la formacidn del enlace disulfuro
y ha llevado a plantear diversas hipdtesis. En primera instancia, si la proteina se encuentra mas
tiempo como sulfénico seria mas susceptible a la sobreoxidacién®®. La sobreoxidacién de las Prx es
reversible unicamente en el caso de las Prx 2-Cys tipicas a través de la sulfirredoxina, pero la reacciéon
es muy costosa energéticamente ya que se consume una molécula de ATP por sulfinico reducido a

184

sulfénico™". Si la Prx se encuentra inactivada por sobreoxidacién, la concentracién local de perdxidos
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va a aumentar, lo cual permite la regulacion redox de distintas proteinas que reaccionan lento con
dichos peréxidos, como por ejemplo las fosfatasas de tirosina®’. Este fendmeno se conoce como la
teoria “floodgate” y se ha demostrado para PRDX3 en la regulacién de la produccién de cortisona™.
Ademas, la enzima sobreoxidada podria establecer nuevas interacciones proteicas que no ocurrian
previamente®? o ganar una nueva actividad (e.g. actividad chaperona)'®. En segunda instancia, el
acido sulfénico de C, podria reaccionar con tioles proteicos, formando disulfuros mixtos y regulando a
la proteina blanco, de esta forma las Prx actuarian como sensores y transmisoras de sefiales por
H,0,"®. Finalmente, la cinética diferencial entre distintas Prx gue coexisten en ciertos compartimentos
celulares podria significar que las Prx actian de forma complementaria, combinando la funcién

antioxidante y de sensoras de H,0,°%.

La constante de velocidad de sobreoxidacién aproximada para PRDX5 se encuentra en el orden
de 170 M s%. En literatura estan reportadas las constantes de dos Prx 2-Cys: PRDX2 y PRDX3 la cual es

para ambos casos 12000 Y/

. Si se analiza Unicamente la kggy se esperaria que tanto PRDX2
como PRDX3 sean sensibles a la sobreoxidacién mientras que PRDX5 sea robusta, sin embargo, se ha
demostrado que PRDX3 es robusta®?. La diferencia subyace en la K, si bien PRDX2 y PRDX3 tienen la
misma Kkgoyx, sus velocidades de formacion del enlace disulfuro son bien distintas, en el caso de PRDX2
K,es €5 2 s mientras que en PRDX3 es aproximadamente 10 veces mayor'’’. Por otro lado, la K, de
PRDX5 se encuentra en el mismo orden que la de PRDX3, lo cual concuerda con el hecho de que
también sea una Prx robusta®. Por lo tanto, la sensibilidad a la sobreoxidacién de las Prx dependera de

la velocidad de sobreoxidacién y de resolucidn, ya que ambas reacciones compiten por el mismo

sustrato (Cp-SOH).
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Capitulo 6: Reducciéon de PRDXS5 por
Trx2. Constantes de velocidad y

funcion de los residuos Thr44 y
Argl127.
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Resumen del capitulo

En este capitulo se presentan los resultados del estudio de la reduccion del enlace disulfuro
formado entre Cp y Cz en PRDXS5 por tiorredoxina 2 humana (Trx2), con especial énfasis en el efecto de
las mutaciones de los residuos conservados del sitio activo Thr44 y Arg127 en dicha reaccion. Para
abordar este estudio se determinaron las constantes de velocidad de la reduccién de PRDX5Y',
PRDX5™y PRDX5"'?’ por Trx2 y se realizaron simulaciones de dindmica molecular de las distintas

variantes en estado oxidado a disulfuro.

Las constantes de velocidad obtenidas para las dos mutantes resultaron ser levemente
mayores a la obtenida para la enzima wild type. Lo cual indicé que tanto la Thr44 como la Arg127 no
son esenciales para que ocurra la reduccion de PRDX5. Para poder explicar el aumento en la constate
de velocidad se realizaron simulaciones de dindmica molecular de PRDX5 oxidada a disulfuro en su
forma wild type y las dos mutantes T44V y R127Q. Se analizo si existe algin cambio en la posicion y
exposicién del residuo de Lys49, ya que se ha propuesto que estaria involucrado en la interaccion con

8314 Los resultados obtenidos muestran una correlacién entre la constante de

la tiorredoxina
velocidad y la exposicion al solvente de dicho residuo, a mayor exposicién, mayor constante de
velocidad. En la mutante T44V, que presenta el mayor valor de Kk, la exposicion al solvente de la Lys49
tiene una media de 85 A% mientras que para la mutante R127Q_se observan dos poblaciones, una con
un SASA de 15 A’ y otra con un SASA de 85 A? al igual que se observaba para la mutante T44V. Estos
valores son considerablemente mayores si se comparan con los obtenidos para la WT, ya que en este

sistema no hay un valor de SASA mayoritario, sino que el mismo varia en la simulacién de 0 a 150 A%,

Los cambios observados en el SASA de la Lys49 son atribuidos a que en la enzima WT, este
residuo tiene una alta movilidad, tal como se observa en el RMSF y cuando se muta la treonina o
arginina el mismo se rigidiza, lo cual coincide con que el SASA de la Lys49 en la enzima WT no tenga un
valor definido como en el caso de las mutantes, sino que fluctia ampliamente. Los resultados
obtenidos mostraron que los residuos del sitio activo claves para el paso de peroxidacidn, no son
necesarios para que ocurra la reduccién del enlace disulfuro por Trx2. Ademas, dicha reaccién podria

ser mas eficiente mejorando la interaccién Prx-Trx.
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Metodologia

6.1 Determinacion de la constante de velocidad de reduccion de PRDX5 WT, T44V y R127Q
por Trx2

La PRDX5 humana WT (numero de acceso al GenBank NM_012094), sus dos variantes T44V y
R127Q vy la Trx2 humana (nimero de acceso al GenBank U78678), clonadas en un vector pQE30 sin la
secuencia de envio a la mitocondria y con un tag de 6 residuos de histidina, se expresaron en cepas de
Escherichia coli DE3. Se partié de un cultivo O.N en medio Luria Bertani a partir de este se realizd un
cambio de escala 1/100 y se realizé un crecimiento, hasta llegar a una densidad déptica a 600 nm de
0.6. La induccion se realizé con 1 mM de IPTG por 4 h a 37° C. Las mutaciones puntuales se realizaron
mediante PCR utilizando los primers 5-GCC TTC GTC CCG GGA TGT TCC A-3’ (forward) y 5'-TCC CGG
GAC GAA GGC CCC AGG-3’ (reverse) para la mutante T44V y 5'-CGT CTT AAG CAG TTC TCC ATG G-3'
(forward), 5'-CCA TGG AGA ACT GCT TAA GAC- 3’ (reverse) para la mutante R127Q.

La reaccién de reduccién de PRDX5"" y las dos mutantes T44V y R127Q por la Trx2 se realizé
en un buffer Tris/Acético/MES conteniendo 30mM Tris, 15 mM acético, 15 mM MES, 120 mM NaCl vy
100 pM de DTPA a pH 7.2 y 25 °C. La cinética se siguid a través del decaimiento total de la
fluorescencia proveniente de los triptéfanos proteicos, tal como se ha reportado previamente'®. Se
trabajd en condiciones de pseudo-primer orden, con [PRDX5 WT]y= 0.25 uM, [PRDX5 T44V],= 0.17 uM
y [PRDX5 R127Q]q= 0.5 uM, utilizando Trx2 en exceso, presente en el rango de concentraciones de 2 -
27 UM. Se utilizé un espectrofluorimetro asociado a un equipo de flujo detenido (Applied Photophysics
SX-20), con una Aex = 280 nm y un filtro de deteccion para la emision de 320 nm; el cambio en la
emision de fluorescencia se siguié por al menos cuatro tiempos de vida media, ajustando los cursos

temporales a una ecuacion de cinética de primer orden:

Y=AeKobst +b (6.1)

Donde ks corresponde a la constante de velocidad observada de pseudo primer orden, que es
posteriormente graficada en funcién de la concentracidon de Trx2 inicial, para obtener la constante de

velocidad aparente de segundo orden (k,p,):

kegps= Kqp [Trx2] (6.2)
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6.2 Simulacién de dinamica molecular de PRDX5WT, PRDX57T44V y PRDX5R127Q oxidadas a
disulfuro

Las coordenadas atémicas de PRDX5"" oxidada a disulfuro se obtuvieron del Protein Data Bank
(PDBID: 2VL2™®) y a partir de estas se construyeron las mutantes PRDX5™* y PRDX5"*? sustituyendo
el residuo de treonina por valina y el de arginina por glutamina, respectivamente. Cada sistema se
preparé utilizando el médulo tleap de AMBER. Se agregaron dtomos de hidrdgeno faltantes, iones K*
para neutralizar el sistema y se solvatd con una caja octaédrica truncada de moléculas de agua

140

parametrizadas con TIP3P'® que se extiende 12 A desde la superficie proteica. EI campo de fuerza

315

utilizado para parametrizar las proteinas fue el ff145B°> (mejora en los parametros de las cadenas

247

laterales y esqueleto peptidico con respecto a su antecesor ff995SB~"’). Las interacciones de largo

246 ytilizando una distancia de corte de 8 A. Todos los

alcance se trataron con el procedimiento PME
enlaces covalentes que involucran dtomos de hidrégeno fueron fijados durante toda la simulacién
utilizando el algoritmo SHAKE*®, lo que permitié usar un paso de 2 fs para integrar las ecuaciones del

movimiento.
El protocolo de dindmica molecular seguido fue el siguiente:

i) Minimizacion de las moléculas de agua y contraiones con 4000 pasos en SD y 1000 en GC
manteniendo las coordenadas de la proteina fijas con una constante de fuerza de 500 kcal mol™ A
ii) Minimizacion del sistema completo con 4000 pasos en SD y 1000 en GC.
iii) Calentamiento gradual de 0 a 300 K utilizando el termostato de Langevin®®’ y una frecuencia de
colision de 2 ps™ en ensemble NVT.
iv) Equilibracion de la densidad por 5 ns a 300 K en ensemble NPT utilizando el bardstato de
286

Montecarlo™”.

v) Simulacidn de dindmica molecular en ensemble NVT por 100 ns a 300 K.

La estabilidad estructural de las simulaciones se monitored mediante la desviacién media

cuadratica (RMSD) de las posiciones de los a&tomos del esqueleto peptidico C, Ca, Ny O (ec. 6.3):

RMSD= (6:3)

1 N
2
NZIIru-rioll
i=1

donde N es el numero total de atomos, rj; la posicion del dtomo i a tiempo j y rjg la posicion del dtomo

iatiempo 0.
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Ademas, se analizé la movilidad de los residuos en los 100 ns de simulacidn a través del RMSF
(ec. 3.1). Se determind el area superficial expuesta al solvente del residuo de Lys49 en todos los

72 (@c. 3.2) y se realizé un andlisis de componentes principales

sistemas mediante el algoritmo LCPO
(PCA) para obtener una estructura representativa en cada sistema y realizar una comparacion
estructural. El procedimiento fue el mismo que le descrito en la seccion 4.4 del Capitulo 4.

El programa utilizado para para dicho analisis fue el cpptraj*’® y se utilizé QtiPlot*? para

realizar los gréaficos de PCA.
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Resultados

6.1 Efecto de las mutaciones T44V y R127Q de PRDX5 sobre la reaccion de reducciéon por
Trx2

Se determinaron las constantes de velocidad de la reduccidon del enlace disulfuro
intramolecular de PRDX5 en la enzima wild type y en las mutantes PRDX5* y PRDX5"**’? para
determinar si los residuos de Thrd4 y Argl27 son necesarios en dicho paso del ciclo catalitico. Para
esto se utilizd6 como agente reductor a la Trx2, que es mitocondrial y reductor natural de PRDX5
cuando se encuentra en dicho organelo®®*. A continuacién se muestran los graficos de segundo orden

de ks Vvs. [Trx2] para las tres reacciones estudiadas.

PRDX5"%"?
PRDX5 ™" 1
PRDX5""
15 4 /
| ]
-
£~ 104 % 1
)
8
~ |
5 =/
|
| |
O T T T T T T T T T T

T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 2
[ Trx2] (uM)
Figura 6.1 Gréfico de segundo orden de k, vs. [Trx2] para PRDX5"', PRDX5™" y

PRDX5%?’?, pendientes de la regresion lineal: 3.8 + 0.2 x 10°M™s™, 8.5 +0.9 x 10°
Mtst y5.6+0.2x 10’ Mts? respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran en primer lugar una k_ para la enzima wild type que

%8 por otro lado, las constantes de velocidad

concuerda con lo que ya se habia reportado previamente
en las enzimas mutantes resultaron ser levemente mayores que en la enzima wild type, siendo el
incremento mas notorio en el caso de la mutante T44V. Estos resultados muestran en primer lugar que

ninguno de los residuos conservados del sito activo es esencial para el paso de reduccion del ciclo
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catalitico. Esto era esperado, ya que como se puede observar en la Figura 1.10 del Capitulo 1, una vez
gue se forma el enlace disulfuro el mismo se encuentra expuesto al solvente y lejano de los residuos

del sitio activo.

Por otro lado, si bien se esperaba que los residuos de Thr y Arg no fueran esenciales para el
paso resolutivo, no se esperaba observar un aumento en la constante de velocidad de la reduccidén del
disulfuro por Trx2. Para explicar esto recurrimos a la simulacidn de dinamica molecular de PRDX5
oxidada a disulfuro, en su forma wild type y las dos mutantes. Si bien no se conoce la forma del
complejo PRDX5-Trx2, se ha propuesto que la interaccién esta mediada mayoritariamente por la
“insercion” del residuo de Lys49 de PRDX5 en una “cavidad negativa” formada por una triada de

83,314

residuos de aspartato de Trx2 (Asp58, Asp60 y Asp61)

6.2 Efecto de las mutaciones T44V y R127Q en la estructura de PRDX5 oxidada a disulfuro

A continuacion se muestra el andlisis de RMSD del esqueleto peptidico y RMSF por residuo

obtenido para los tres sistemas en estudio durante los 100 ns de simulacién.
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Figura 6.2 Evolucion temporal del RMSD del esqueleto peptidico (grafico
superior) y RMSF por residuo (grafico inferior) para los tres sistemas en estudio.
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Tal como se muestra en la Figura 6.2 todos los sistemas presentan bajo RMSD, que se
encuentra en el entorno de los 1.5 - 2 A, estando en la cota superior el de PRDX5 WT. La fluctuacién de
los residuos es muy similar entre los distintos sistemas, sin embargo se observa una diferencia
significativa sobre el residuo de Lys49. La movilidad de esta lisina es mayor en la enzima WT que en las
mutantes. Para ahondar mads en el efecto que tienen las mutaciones en dicho residuo, se analizé su
area superficial accesible al solvente (SASA) en cada sistema, los resultados se muestran en forma de

histograma en la Figura 6.3.
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Figura 6.3 Grafico en forma de histograma del area superficial
accesible al solvente del residuo de Lys49 en los tres sistemas
estudiados.

Tal como se muestra en la Figura 6.3, la exposicion al solvente de la Lys49 aumenta
significativamente en las dos enzimas mutantes. En la enzima WT se observa un maximo a SASA
negativo, el cual no tiene un significado fisico y representa 0 A% Ademas, se observa una exposicién
que varia entre 0 y 145 A? con una frecuencia menor. Esto indica gue la Lys49 varia entre una posicion
en la cual estd completamente interna y otra en la que esta expuesta al solvente (145 A” representan

el 69 % del SASA maximo que puede tener una Lys*”

). En el caso de la mutante T44V, sistema para el
cual se observé la constante de velocidad mayor (Figura 6.1), se observa un unico pico cerca de los 85
A%, la cual representa el 43 % del SASA méaximo de la Lys®®®. Para la mutante R127Q, el SASA de la Lys49

.. . . . 29
también es mayor que en la enzima WT, se observa un pico pronunciado a 15 A” y otro de menor
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frecuencia a 85 A2, Estos resultados permitieron correlacionar el SASA de la Lys49, con la constante de
velocidad de la reaccidn de resolucién. A mayor exposicion de la lisina, mayor eficiencia en la
reduccion del disulfuro en PRDX5 por parte de Trx2. La gran variacion en el SASA de la Lys49 observada
en la enzima WT coincide con el hecho que este residuo tenga una gran movilidad en comparacién con

las enzimas mutantes (RMSF en la Figura 6.2).

Para comparar las estructuras de los tres sistemas se realizd un analisis de componentes
principales de cada trayectoria. Se graficd la proyeccion de la trayectoria sobre los vectores propios 1y
2, que dan cuenta de la mayor variancia. A partir de estos graficos se extrajo una estructura
representativa de cada sistema, analizando la posicién que ocupaba la Lys49. En la Figura 6.4 se
muestran los graficos de PCA, en donde se puede observar cémo se agrupan las distintas

conformaciones muestreadas a lo largo de la simulacién y cudles presentan mayor frecuencia.
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Figura 6.4 Andlisis de componentes principales. Graficos de la proyeccidn de los 100 ns de simulacion
de cada sistema. A: PRDX5""; B: PRDX5"**'; C: PRDX5%'?7%,
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Tal como se muestra en los graficos de PCA, en todos los sistemas existe una conformacion
mas frecuente que el resto (coloreada con rojo). Ademas, la diferencia entre todas las conformaciones
muestreadas no son significativamente grandes (el rango de los ejes X e Y es de 40 A en la mayoria de
los casos), esto era esperado, ya que se realizd una simulacidon de dindmica molecular convencional
gue no explora significativamente el espacio conformacional. En la Figura 6.5 se muestra una
superposicién de las estructuras obtenidas de las zonas con mayor frecuencia de cada grafico de PCA,

evidenciando la posicién de la Lys49 en cada sistema.

Figura 6.5 Superposicion de las conformaciones mas
representativas (extraidas del analisis de PCA) de los 100 ns de
dindmica molecular de PRDX5"" (azul) PRDX5™* (rojo) y PRDX5*'@
(gris) en donde se muestra la posicion del residuo de Lys49 en cada
sistema

A partir de la superposicion de las tres estructuras se evidencia que el residuo Lys49 se
encuentra mas expuesto al solvente en las dos mutantes con respecto a la enzima WT, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos del célculo del area superficial expuesta al solvente de dicho
residuo (Figura 6.3). Los resultados estructurales obtenidos otorgaron una posible explicacién del

aumento observado en la constante de velocidad de la reduccion del disulfuro en PRDX5 por Trx2.
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Discusion

La reduccidon del enlace disulfuro en las Prx 2-Cys mediante la reaccidn de intercambio
tiol-disulfuro catalizada por Trx permite recuperar a la enzima reducida, de forma tal de iniciar una
nueva ronda de catalisis. Las interacciones hidrofdbicas y electrostaticas entre las Prx y Trx le otorgan
especificidad a dicha reaccion®®. La cinética se ha estudiado para varios sistemas: PRDX2 y PRDX5, la
triparredoxina del Trypanosoma cruzi, Tpx de E. coli y AhpC de Salmonella typhimurium, determinando
valores de k en el orden de 10% — 10’ M 5™ 318171318317 1 5 funcién de los residuos conservados del
sitio activo en dicha reaccion no ha sido estudiada, pero si existen reportes experimentales que
muestran coémo la mutacién de residuos cercanos al enlace disulfuro (Glu50 y Argl26) en TSA1 de
Saccharomyces cerevisiae afecta notablemente su reduccién por Trx*®. Atribuyendo dichos cambios a

gue estos residuos serian importantes en la interaccidon entre ambas proteinas

Los resultados presentados en este capitulo muestran que los residuos conservados del sitio
activo Thrd4 y Argl27 no son necesarios para la reduccion del enlace disulfuro en PRDX5 por Trx2. Por
el contrario, su mutacidn favorecid la reacciéon ya que se observd un aumento en la constante de
velocidad en las enzimas mutantes con respecto a la determinada para la enzima WT. Dicho aumento
podria deberse a una mayor exposicion al solvente del residuo Lys49, el cual se ha propuesto como

clave en la interaccién PRDX5-Trx2%*™

. Un efecto similar se observo en la peroxirredoxina Ahpl, en
donde la resolucidn de estructuras cristalograficas mostraré que el residuo Lys32 estd involucrado en
la interfaz entre Ahp1 y Trx2 y su mutacién afecta la unién entre ambas proteinas™®. Si bien no resulta
inmediata la relacidn entre una mejor unién del complejo PRDX5-Trx2 y un aumento en la constante
de velocidad de la reaccion, una posible explicacién es que la unién mas favorable entre ambas

enzimas sea capaz de estabilizar mejor el estado de transicion con respecto al complejo

enzima-sustrato y asi favorecer la reaccion.

La oxidacion de Trx por Prx esta involucrada en la sefalizacidon ya que Unicamente la forma
oxidada de Trx es capaz de participar en distintas vias de sefializacién. Por ejemplo, Unicamente las
formas reducidas de Trx1 y Trx2 se unen a ASK1 inhibiendo su actividad quinasa, mientras que la
oxidaciéon de Trx lleva a la disociacion del complejo Trx-ASK1, permitiendo a ASK1 actuar como

. 1 ., . .. .
quinasa™®. Trx1 también es capaz de regular al NF-kB mediante la reduccién de un residuo de Cys, lo
. ., 210 . ;. .. .
cual le permite su unién al ADN“~". Debido a que Trx estd involucrada en distintos mecanismos de
sefializacion, resulta de suma importancia determinar los factores que aceleran o enlentecen su

oxidacion, favoreciendo o inhibiendo ciertas vias de sefializacion.
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Capitulo 7: Mecanismo de la
reduccion del acido sulfénico por

ascorbato. Modelado en solucion y en
PRDXa6.
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Resumen del capitulo

En este capitulo se presentan los resultados del modelado de la reacciéon de reduccién del
acido sulfénico de una Prx 1-Cys por el ascorbato en un modelo material que representa el proceso en
solucidn y en el contexto de la enzima PRDX6 humana. El paso de reduccion en el ciclo catalitico de la
enzima es de gran importancia ya que la devuelve a su estado original, lo que permite entrar en una
nueva ronda de catdlisis. El descubrimiento de que las peroxirredoxinas pueden ser reducidas por
ascorbato de forma muy eficiente revolucioné el paradigma de que sélo compuestos con grupo tiol
participaban en dicho paso del ciclo catalitico. Los resultados presentados aqui describen por primera
vez el mecanismo de reaccidn entre el acido sulfénico y el ascorbato en forma general (sistema modelo

en solucidn) y de manera mas importante aun, en el contexto especifico de una peroxirredoxina.

La reduccién del acido sulfénico por ascorbato procede a través de un mecanismo tipo Sy2
tanto en solucién como en PRDX6. En el sistema modelo en solucién no se encontrd evidencia
estructural ni energética que apoye la idea de que las moléculas de H,0 alrededor del acido sulfénico y
el ascorbato tengan una funcién catalitica (sugerida en las reacciones similares con dimedona®®3"),
sin embargo, se reveld su importancia en la protonacion del grupo saliente OH, lo que favorece la
termodinamica de la reaccién. Con respecto al mecanismo en el contexto de PRDX6, se caracterizaron
las especies a lo largo del camino de reaccidn, determinando que la misma es del tipo concertada, con
un estado de transicion cercano a la linealidad (<C2Asc...S"cp...05Cp = 175°). EI TS es estabilizado por el
fortalecimiento de un EdH y de un puente salino con la Argl55. La reaccidén presenta una catdlisis
acido-base mediada por la Argl55, ya que hay una transferencia protdnica hacia el grupo saliente OH
en el TS. La energia libre de activacién es de 11.3 kcal mol™, por lo que dicha reaccion se encuentra
extremadamente favorecida en el contexto de la enzima, ya que para el sistema modelo en solucion, el
escenario mas favorable, con dos moléculas de H,0 presentd una energia libre de activacién de 22 kcal
mol™. Con respecto a la termodinamica, la reaccidon también se encuentra favorecida en el contexto de
la enzima, la energia libre de reaccidon es -34.3 kcal mol™ mientras que en los modelos minimos
Unicamente se encontré una reaccion exotérmica en el escenario con dos moléculas de H,0, y la

. -1
misma es de -5.5 kcal mol™.
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Metodologia
7.1 Modelado de la reduccion de acido metanosulfénico por ascorbato

La estructuras geométricas de reactivos, complejos iniciales, estados de transicién y complejos
finales (ClI, TS y CF) de la reaccién entre el acido metanosulfénico y ascorbato en cuatro escenarios
diferentes (n moléculas de agua explicita con n =0, 1, 2 y 3) fueron optimizadas con Gaussian 09°%. La
inclusion de las moléculas de agua se fundamenta en el hecho que se ha reportado para una reaccién
similar (sustitucion nucleofilica del metanosulfénico por dimedona) que las moléculas de agua

participan activamente pre orientando los reactivos y actuando como lanzaderas de protones®'#3*°.

Se utilizd el nivel de teoria wB97XD/6-31+G(d,p),*>*****' y el solvente se describid

118 v se utilizaron radios atémicos de Bondi*®® para construir

implicitamente con el modelo IEF-PCM
cavidades ajustadas a la forma molecular, calculando las componentes no electrostaticas a la energia
libre de solvatacién (dispersion, repulsidns y cavitacién). La naturaleza de cada punto estacionario fue
verificada a través del analisis de los valores propios de la matriz hessiana al mismo nivel. Se
determinaron los caminos de reaccidn (IRC) a partir de cada TS con el algoritmo HPC de Hratchian y
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Schlegel®™, utilizando un tamafio de paso de 0.1 Bohr. La energética de la reaccidon fue mejorada a

través de calculos single-point con el método post Hartree-Fock Mp2'**

y el mismo conjunto de base y
descripcién continua del solvente. La termoquimica de cada reaccidn fue calculada al nivel de teoria

IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p),*>*****' a 298 K tal como esta implementado en Gaussian 09°%°.

Para caracterizar el avance de la reaccién en cada escenario se determinaron a partir de un

analisis de orbitales naturales de enlace de Weinhold*®* los indices de enlace de Wiberg (WBI)**! y
Lo 263 . . . s

cargas atomicas NPA™ de los enlaces y atomos involucrados en la coordenada de reaccion,

respectivamente, a través de un célculo single-point a nivel MP2/6-31+G(d,p) sobre las estructuras

optimizadas a nivel DFT.

7.2 Dinamica molecular de PRDX6 con Cp oxidada a acido sulfénico

La estructura cristalografica de PRDX6 oxidada fue obtenida a partir del Protein Data Bank
(PDBID: 1PRX), manteniendo la proteina como dimero, ya que se ha confirmado dicho estado
oligomérico en solucién acuosa’?. Se eliminaron ligandos y moléculas de agua, y los residuos
ionizables (Arg, Lys, Asp y Glu) se simularon con el estado de protonaciéon esperado a pH 7.4,
exceptuando a la His39 del sitio activo que se simuld protonada en los nitrégenos € y 9, ya que se ha

propuesto que actia como base en la catélisis enzimatica®®. Se utilizé el campo de fuerza de Amber
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ff145B*" que mejora la descripcién de las cadenas laterales de los aminoécidos y para describir al
acido cisteinsulfénico se utilizaron pardmetros obtenidos de la literatura®?. El sistema se neutralizé
con contraiones K* y se situé en una caja octaédrica truncada de moléculas de agua parametrizadas

con el campo de fuerza TIP3P™.

Posteriormente se procedid a realizar un protocolo de minimizacién seguida de dinamica molecular:

i)  Minimizacién energética de las moléculas de agua y contraiones con 2500 pasos de minimizacion
(500 en SD y 2000 en CG) manteniendo las coordenadas de la proteina fijas con una constante de
fuerza de 500 kcal mol™ A,

ii)  Minimizacién del sistema completo con 20000 pasos (5000 en SD y 15000 en CG).

iii) Calentamiento gradual de 0 a 310 K utilizando el termostato de Langevin®®’ en un ensemble NVT
por 5 ns.

iv) Equilibracién de la densidad con una simulacién de 5 ns en ensemble NPT a 310 K utilizando el
bardstato de Monte Carlo®*®.

v) Simulaciéon de dindmica molecular de 100 ns en ensemble NVT a 310 K controlando la
temperatura con el termostato de Langevin®®’.

Todos los enlaces covalentes que involucran atomos de hidrégeno fueron fijados durante la
simulacién utilizando el algoritmo SHAKE*®. Las interacciones de largo alcance se trataron con el

246

procedimiento PME>** con una distancia de corte de 8.0 A y se utilizd un paso de 2 fs para integrar las

ecuaciones del movimiento.

Se realizé un analisis de clusters para agrupar conformaciones proteicas similares a lo largo de
la simulacion, utilizando el algoritmo Average-linkage que determina la similitud entre distintas
conformaciones en base al RMSD promedio entre todas las estructuras obtenidas a lo largo de la

simulacién, este algoritmo es uno de los mas recomendados®?.

7.3 Parametrizacion del ascorbato

La geometria molecular del ascorbato se obtuvo a nivel IEFPCM-MP2/6-31+G(d,p)"*******’ y se

. 2 2 . s ,
calcularon las cargas Merz-Singh-Kollman®***** basadas en el potencial electrostatico a través de un
, . . . . . 2 2
calculo single-point a nivel HF/6-31G(d) utilizando el programa Gaussian09°%. Las cargas RESP*° del
ligando, consistentes con las del campo de fuerza utilizado para la proteina, se derivaron con el
266

maodulo Antechamber del programa AMBER 14
de fuerza Gaff”".

y el resto de los parametros se obtuvieron del campo
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7.4 Docking molecular del ascorbato en el sitio activo de PRDX6 con Cp oxidada a acido
cisteinsulfénico

A partir del clustering de los 100 ns de simulacién de dinamica molecular del homodimero de
PRDX6 se obtuvo una estructura representativa para realizar el docking molecular con ligando flexible

3% | os archivos de entrada fueron

del ascorbato en el sito activo, utilizando el programa AutoDock4.2
preparados con la utilidad AutoDockTools**® usando las cargas de Gasteiger-Marsili**® para el ligando y
la proteina. Se utilizé una grilla de 20x20x20 puntos con un espaciado de 0.375 A entre los puntos,
centrada en el dtomo de azufre de la Cp. Se realizaron 50 corridas con el algoritmo genético
Lamarckiano®”’, utilizando una poblacién de 150 individuos y un nimero maximo de evaluaciones

energéticas de 2.5 x 10°.

7.5 Dinamica molecular del complejo PRDX6-ASC

El cluster con menor energia de unién obtenido a través del docking molecular se utilizé como
estructura de partida para realizar la simulacién de dindmica molecular del complejo PRDX6-ASC. Los
pardmetros utilizados en la simulacién son los mismos que se utilizados son los mismos que se
emplearon la PRDX6 sin ligando (seccién 7.2) a diferencia de que aqui se realizd con restricciones sobre
la coordenada de reaccion (la distancia C2psc...S'cp se restringié a 3 A con una constante de fuerza de
200 kcal mol™ A?). A partir de los 100 ns de simulacidn se realizé un andlisis de cluster para obtener
una estructura representativa del complejo PRDX6-ASC que se minimizd energéticamente para
posteriormente ser utilizada como punto de partida para modelar la reaccién de reduccién del C,-SOH

por el ascorbato.

Se utilizé el médulo cpptraj”’® de analisis de AMBER para determinar el RMSD (ec. 6.3) , RMSF
(ec. 3.1) y enlaces de hidrégeno entre el ascorbato y el sitio de unién en PRDX6, utilizando 3 A para la

distancia de corte dador...aceptory 135° para el angulo de corte dador-H...aceptor.

7.6 Modelado ONIOM QM /MM de la reduccion de Cp-SOH por ascorbato

El modelado de la reaccidn se realizé utilizando el método substractivo QM/MM ONIOM*? con
su esquema de embedding mecanico. A través de la inspeccidn visual se seleccionaron como residuos
QM, ademads de la Cp y el ascorbato, los residuos Argl32, Argl55 y Glu50, ya que se encuentran
interaccionando a través de EdH con el grupo hidroxilo del C,-SOH y podrian ser importantes en la

estabilizacion del TS y/o protonacion del grupo saliente OH (Figura 7.1).
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Figura 7.1 Estructura molecular de PRDX6 en complejo con el ASC
obtenida a partir de la minimizacién MM del cluster mas poblado de los
100 ns de MD. Se destacan los atomos modelados a nivel QM (61 atomos)

Los dtomos QM fueron modelados al nivel wB97XD/6-31+G(d,p)******** y el resto de la
proteina y moléculas de agua que se encuentran a 12 A del ASC se modelaron a nivel MM con el
campo de fuerza de Amber ff96*" y TIP3P'*°, respectivamente. Se realizaron optimizaciones de
geometria parcial para determinar la estructura del TS, a partir de la cual se calculé el IRC (80 puntos
hacia reactivos y 80 hacia productos, paso de integracién 0.1 Bohr) con el algoritmo Euler Predictor-
Corrector integrator”® y posteriormente se optimizaron las estructuras de Cl y CF, permitiendo la
relajacion de los residuos localizados a 8 A del ASC (42 residuos y 5 moléculas de H,0). Una vez
obtenidas las estructuras se verificd su naturaleza analizando los valores propios de la matriz hessiana
al mismo nivel. Todas las estructuras fueron sometidas a un proceso de recalculo de cargas RESP de la

zona QM y reoptimizacidn con posterior andlisis de los valores propios de la matriz hessiana.

Para determinar los WBI y cargas atémicas NPA se completd la zona QM con atomos de
hidrégeno en donde se encontraba la frontera QM-MM, y se realizaron calculos single-point en
acetonitrilo (¢ = 35.7) como representativa de sitios activos'”*** al nivel IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p),
utilizando radios atémicos de Bondi’® para generar las cavidades moleculares y calculando las

componentes no electrostaticas de la energia de solvatacidn (cavitacidn, dispersion y repulsion).
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Resultados
7.1 Modelado de la reducciéon de acido metanosulfénico por ASC en soluciéon acuosa

Las estructuras de los TS caracterizados en cada escenario (Figura 7.2) muestran como las
moléculas de agua se orientan para permitir establecer el mayor nimero de interacciones
estabilizantes con el ASC y el C,-SOH. En los escenarios de 2 y 3 H,0, las interacciones ocurren con el
grupo saliente OH y con un grupo alcohol del heterociclo del ASC (unido al C2), mientras que en el
escenario de 1 H,0 las interacciones se producen con el S del CH3;SOH y el grupo alcohol del
heterociclo del ASC. Con respecto a la geometria de cada TS, tal como se aprecia en la Figura 7.2, la
variacién mas importante entre los distintos escenarios es en el angulo £Cxsc...O-Squirenico, 10S €SCENArios

de 1y 3 H,0 presentan una mayor linealidad que los de 0y 2 H,0.

OH.O dc.s 20A11H.0 dc.s 21A
2 ds.o  21A 2

0 ¢2C.S.0 177

Q) ds...0 21A
£C.S5..0 174

2H,0 dc..s 22A1 3 H,O0 dc..s 2.2A
ds..o 20A ds..o 20A

:4 O £C..5..0 167 aC.S5.0 174

Figura 7.2. Estructura molecular de los TS a nivel IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p) de cada
escenario. Se reportan los parametros geométricos correspondientes a la coordenada de
reaCCién: distancias Ssulfénico'-'CASC y Ssulfénico'-'osulfénico y éngulo CASC-'-O'Ssquénico-

En la Tabla 7.1 se reportan los WBI sobre la coordenada de reaccion y las cargas atdmicas NPA

sobre el carbanién del ASC y sobre el azufre del CH;SOH en el TS.
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Tabla 7.1 TS de la reduccién del CH3;SOH por ASC en cuatro escenarios distintos. WBI y cargas atémicas
NPA calculados a nivel IEFPCM-MP2//wB97XD/6-31+G(d,p) sobre los enlaces y &tomos involucrados en
la coordenada de reaccion (S y O del CH;SOH y C del ASC).

Escenario WBI (u.a.) Cargas atdmicas NPA (u.a.)
Ssulfénico--+Casc Ssulfénico-++ Osuifénico SOH,yisenico ASC
0 H,0 0.649 0.266 -0.76 -0.51
1H,0 0.618 0.281 -0.46 -0.53
2H,0 0.480 0.376 -0.30 -0.65
3H,0 0.448 0.395 -0.28 -0.68

El andlisis de WBI indica que el nimero de moléculas de agua consideradas influye sobre cuan
temprano o tardio es el TS correspondiente. A medida que aumenta la cantidad de moléculas de H,0
explicitas en el modelo, el enlace que debe formarse Sgenico-.-Casc €ntre el ASC y el CH;SOH tiene
menor densidad electrdénica, se observa una disminucion de 0.2 u.a. en el WBI entre el escenario sin
H,0 y el que incluye 3 moléculas H,0. Por otro lado, el enlace que debe romperse Sisnico-+-Osulténico
presenta un incremento de 0.13 u.a. En funcién de esto, a medida que aumenta el nimero de
moléculas de H,0 con interaccidn directa, el TS se vuelve mas temprano. La misma tendencia se
observa en las cargas atémicas, a medida que aumenta el numero de moléculas de H,0, la
transferencia de carga desde el ASC hacia el atomo de azufre del CH3;SOH es menor, indicando
nuevamente un TS mas temprano. En concordancia con esto, a medida que aumenta el nimero de
H,0, la carga sobre el atomo de oxigeno del grupo saliente OH™ se vuelve menos negativa, lo cual

coincide con el incremento en los WBI sobre el enlace Sqtnico---Osuiténico d€l CH3SOH.

Por otro lado, para caracterizar la reaccion en los distintos escenarios se determiné la energia
libre de activacidn y de reaccién, incluyendo el analisis de la entropia. Los datos obtenidos se reportan

en la Tabla 7.2 y en la Figura 7.3.

Tabla 7.2 Energética relativa® (kcal mol™) de la reaccidnde reduccién de 4cido metanosulfénico por ASC
calculada a 298 K y a nivel IEFPCM-MP2//wB97XD/6-31+G(d,p) con correcciones térmicas a nivel
IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p).

Escenario AGCI-reactivos _TASCI-reactivos AG# Aern
no H,O 10.9 12.5 22.2 11.0
1H,0 14.4 20.6 26.7 17.1
2 H,0 16.2 30.5 24.3 -5.3
3 H,0 23.1 39.3 31.6 13.2

a ’ . . .. . . . . .
Tomando como 0 la energia de los reactivos separados al infinito al mismo nivel de calculo y la cantidad correspondiente de
moléculas de H,0.
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Figura 7.3 Perfil de energia libre calculado a nivel IEFPCM-MP2//wB97XD/6-31+G(d,p)
con correcciones térmicas IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p) para la reaccidn de reduccion
de acido metanosulfénico por ascorbato en los cuatro escenarios distintos.

El perfil energético presentado en la Figura 7.3 muestra diferencias claras entre los distintos
escenarios de posible participacion de moléculas de H,0 estudiados. Con respecto a la energia libre del
complejo inicial, en todos los casos éste es menos estable que los reactivos separados al infinito (Tabla
7.2, AG“™*™*) Dicha desestabilizacién es mayor a medida que aumenta el nimero de moléculas de

Cl-reactivos

H,0 en el sistema, producto del efecto entrépico desfavorable (Tabla 7.2, AS ). Con respecto a
la cinética de la reaccidn, se observa que la inclusién de moléculas de H,0 no disminuye la barrera
energética de activacidon con respecto a lo observado en el escenario de 0 H,0, lo que indica que las
mismas no tienen una funcidn catalitica (Tabla 7.2, AG”). Al no existir datos experimentales de la
constante de velocidad de reduccidn del sulfénico en un tiol de bajo peso molecular por ascorbato, no
es posible comparar los resultados obtenidos y determinar cudl escenario es el modelo mas adecuado,
pero si se evidencia que en el contexto enzimatico los residuos que sean capaces de establecer

interacciones estabilizantes con el TS van a influir en la catalisis, disminuyendo la energia libre de

activacion.

Con respecto a la energia libre de reaccion, todos los escenarios, excepto el de 2 H,0,

muestran una reaccién endergonica. En el escenario de 2 H,0, la energia libre de reaccion es de -5.3
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kcal mol™, esto es debido a gue en este escenario, a diferencia del resto, se produce una cadena de
transferencia proténica desde un grupo alcohol del ASC hacia las moléculas de H,0 que termina
protonando el grupo saliente OH" el cual es una especie muy bdsica. Este escenario es el Unico que
culmina sin la presencia de un grupo OH’, ya que en el escenario de 3 H,0 si bien el grupo saliente se

protona, igualmente se obtiene un complejo final con un OH" en la cadena de aguas (Figura 7.4)

‘-(o 0H,0 6 1H,0

‘? 2H,0 8 ‘:b 3H,0

Figura 7.4 Estructura molecular IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p) de los complejos finales
obtenidos en cada escenario.

Los resultados obtenidos mostraron que las moléculas de H,O en las disposiciones
consideradas no tienen un efecto catalitico en la reducciéon del metanosulfénico, por el contrario
desfavorecen el avance de reaccidn, aumentando la barrera de activacién. Sin embargo, sus

propiedades proticas si son importantes, ya que permiten regular la termodindmica de la reaccion.

7.2 Dinamica molecular de PRDX6 y del complejo PRDX6-ASC

Para verificar la estabilidad estructural, tanto de PRDX6 como del complejo PRDX6-ASC, se
analizé el RMSD y RMSF de cada sistema en las simulaciones de 100 ns. Los resultados presentados en
Figura 7.5 indican que ambos sistemas alcanzan la estabilidad estructural aproximadamente a los 20

ns, con un RMSD cercano a los 2 A, que se mantiene constante en los 100 ns de simulacién. Por otro
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lado, es evidente que la introduccién del ASC en el sitio activo de PRDX6 no genera grandes cambios

en su estructura, ya que no hay diferencias significativas entre PRDX6 y el complejo PRDX6-ASC. Con

respecto a la fluctuacién media de los residuos, se puede observar que en términos generales es

similar para ambos sistemas, salvo una diferencia significativa en la region del sitio activo (region

marcada con un dvalo amarillo en la Figura 7.5). Cuando el ligando se une al sitio activo aumenta la

movilidad de los residuos aproximadamente 2 A, esto puede deberse a que el ASC es una molécula

voluminosa y por lo tanto es necesario crear una cavidad en el sitio activo que permita su

posicionamiento estable, alterando el entorno inmediato.

RMSD (A)

RMSF (A)

—— PRDX6-ASC
—— PRDX6

1
20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

T T T T T T T T T T T

[ T
100 150 200 250 300 350 400
#Residuo

Figura 7.5 RMSD del esqueleto peptidico y RMSF por residuo en los 100 ns de
simulacidon de PRDX6 y del complejo PRDX6-ASC. En amarillo se sefiala la regidn del
sitio activo del mondmero con el ascorbato ligado.
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Se analizaron anivel clasico las interacciones de EdH que establece el ASC con el entorno de la
proteina para determinar cuales residuos son importantes en su unién al sitio activo. En la Figura 7.6 y

Tabla 7.3 se evidencian dichos residuos y las interacciones que establece a través de EdH.

Phe43

Figura 7.6 Posicionamiento del ASC en el sitio activo PRDX6 e interacciones de
EdH (lineas punteadas en gris) establecidas durante la simulacion.

Tabla 7.3 Interacciones de EdH entre el ASCy los residuos de PRDX6 establecidas durante los 100 ns de
simulacién

Aceptor EdH Dador EdH Ocupacion (%) Distancia (A) Angulo (°)
ASC@05 Trp82@NH 46 2.9 155
ASC@04 His39@NH 26 2.8 150
ASC@03 His39@NH 54 2.8 152
ASC@02 His39@NH 6 2.9 141
ASC@01 Argd1@NH 22 2.9 160
ASC@01 Phe43@NH 11 2.9 160

A partir del andlisis de los EdH se puede apreciar que el ASC presenta gran capacidad para
actuar como aceptor de EdH en el sitio activo de PRDX6: interacciona con cuatro residuos proteicos,

los grupos laterales de la His39 y el Trp82 y los nitréogenos amidicos de los residuos Arg41y Phe43.
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7.3 Modelado ONIOM del mecanismo de reduccion de Cp-SOH por ASC en PRDX6

Se determinaron las estructuras de todas las especies involucradas en el primer paso de la

reaccion entre el ASC y el C,-SOH de PRDX6 (Figura 7.7).

Complejo Estado de Complejo
Inicial Transicion Final

Figura 7.7 Estructuras ONIOM(wB97XD/6-31+G(d,p):AMBER) del complejo inicial, estado de transicidn
y complejo final de la reacciéon de reduccién del C,-SOH en PRDX6 por ascorbato. En punteado se
muestran los EdH establecidos en cada sistema.

Tal como se muestra en la Figura 7.7, en el complejo inicial de la reaccién el acido
cisteinsulfénico se encuentra estableciendo un EdH con el Glu50 y otro con la Argl55. El GIu50, a su
vez se encuentra estableciendo tres EdH con los residuos Argl55 y Argl28, cuya fuerza se reporta a
través de los indices de enlace de Wiberg en la Tabla 7.4. Esta red de EdH no cambia
significativamente a medida que la reaccidn avanza hacia el TS, tal como puede apreciarse en la
evolucién de las distancias de dichos enlaces (Figura 7.7) y en su fuerza (Tabla 7.4). Unicamente se ve
afectado el EdH entre el grupo saliente OH" y la Argl55 que proporciona el protdén necesario al grupo
saliente OH" para formar la molécula de H,0 a medida que avanza la reaccidn desde el Cl al TS, con una

disminucién de la distancia de 0.5 A y un aumento significativo en el WBI (Tabla 7.4).
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Tabla 7.4 WBI (u.a.) a nivel IEFPCM-wB97XD/6-31+G(d,p) de los EdH presentes a lo largo de la
coordenada de reaccidn de la reduccion del C,-SOH por ASC.

Aceptor Dador Complejo Estado de Complejo
EdH EdH Inicial Transicion Final
Glu50@01 Cr@OH 0.023 0.014 0
Glu50@01 Argl55@NH, 0.065 0.063 0.022
Glu50@01 Argl32@NH, 0.084 0.093 0.105
Glu50@02 Argl32@NH, 0.073 0.075 0.076
Cr@OH Argl55@NH, 0.005 0.032 0.714

El grupo saliente OH tiene una carga de -1 u.a. sobre el 4tomo de oxigeno en el TS y se
encuentra muy cercano a los dos grupos guanidinio de los residuos de Argl55 y Arg132, por lo tanto
existe una estabilizacién diferencial del TS a través de interacciones electrostdticas y del

fortalecimiento de un EdH.

Con respecto a la caracterizacion del estado de transicion, este es del tipo temprano ya que
tiene un avance del 26 % de la coordenada de reaccidn, con una distancia Casc...Seuenico de 2.4 Ay
Seulfénico---Osulfénico de 1.9 A 'y un dngulo <Casc...Scutenico--Osutanico de 175°, lo cual indica que la reaccién es
del tipo Sy2 en referencia al ataque nuclefilico. Un aspecto muy interesante en esta reaccion es que la
coordenada de reaccidn no solo involucra la formacién del enlace Casc...Ssuienico Y |2 ruptura del enlace
Ssutfénico---Osulfénico,» SINO que también involucra la transferencia protdnica acoplada desde uno de los
grupos NH, del guanidino de la Argl55 hacia el grupo saliente OH’, para dar como producto final una
molécula de agua y arginina neutra (ver complejo final en la Figura 7.7). La energia libre de activacion
es 11.3 kcal mol™, la cual se transforma en una k = 3.2 x 10* M™ s sj se utiliza la ecuacién de Eyring-

Polanyi®’®:

- kB_Te'?gt (6.1)
h

donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura, h la constante de Planck, R la constante de
los gases y AG™ la energia libre de activacion. Por otra parte, la energia libre de reaccién es -34.2 kcal

mol?, indicando gue la misma es favorable termodindmicamente.
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Discusion

Si bien en primera instancia se habia propuesto que Unicamente compuestos con grupo tiol
estarian implicados en la reduccién de las Prx**?, en el afio 2007 se descubrié que también el ascorbato
es capaz de realizar esta funcién®®. En dicho articulo, Netto y colaboradores muestran que el
ascorbato presenta una constante de especificidad k../Ku en el orden de 10° - 10° Mt s (segun se
utiliza la Ky, del ascorbato o el H,0,) para la PRDX6 de rata, valores comparables a los obtenidos

cuando se utiliza el sistema reductor GSH**®

. Esto permitié ampliar el panorama de los posibles
reductores de las Prx 1-Cys. Mas recientemente, un estudio sistematico de la cinética de dicha
reaccién en diversas Prx (bacterianas, de levaduras y de plantas), también realizado en el laboratorio
del Dr. Netto, mostré que el valor de k se encuentra en el orden de 10*°M™ sy dado que el ascorbato
presenta una concentracion intracelular en el rango milimolar®*® es esperable que esta reaccién tenga
relevancia bioldgica. Un punto interesante de la reduccién de sulfénico por ASC es que dicha reaccion
no ocurre en todos los sulfénicos proteicos. Si bien se ha reportado la reduccion de Prx*? y de la
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH)*** (en dénde proponen un intermediario covalente
entre la enzima oxidada y el ASC), un estudio de Turell, et al.** demostré que el ASC no es capaz de
reducir el acido sulfénico de la albumina. En el plasma hay diversos tioles (cisteina, cisteinglicina,
homocisteina y glutation) capaces de mantener a la albumina reducida, y se encuentran en gran
medida formando disulfuros mixtos proteicos>>". Si bien los valores de k no son muy grandes (2.9 — 55
M™? s%), la abundancia de estos tioles hace que su capacidad reductora sea relevante

biolégicamente®®.

La reaccidn de reduccidn del sulfénico por ASC no se ha modelado, Unicamente Carrol, et al.
propuso un mecanismo en dénde el carbanién del ASC ataca al azufre del sulfénico y se libera OH **.
En este capitulo el modelado de ese mecanismo se realizé primero en un sistema modelo en soluciéon
de metanosulfénico y luego en el contexto de la enzima PRDX6. Al modelar la reaccion en el sistema
minimo en presencia o ausencia de distinto nimero de moléculas de H,0 se determind que éstas no
tienen una funcién catalitica, ya que no se observd una disminucién en la barrera de activaciéon. Sin
embargo, si ayudan a la protonacién del grupo saliente (tal como se observé para el escenario de 2
H,0) lo cual estabiliza el producto y favorece la termodinamica de la reaccién. La reaccion mas similar

. .7 e . s . s . 1
que se ha reportado es la sustitucién nucleofilica de la dimedona sobre el acido sulfénico®®. En este

estudio se reportd que la presencia de una o dos moléculas de H,0 cataliza la reaccidn, mientras que la

presencia de tres no favorece la catalisis. Dichos resultados fueron confirmados mas recientemente
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con un nuevo estudio tedrico que muestra la importancia de las moléculas de H,O para el correcto

38 aligual

posicionamiento de los reactivos y en la transferencia de protones con el grupo saliente OH’
gue se observo para la reaccién con ASC. Otro aspecto importante es que ambos estudios coinciden en
gue la reaccion es del tipo Sy2 con ataque nucleofilico del carbanién de la dimedona sobre el azufre del

sulfénico, lo cual apoya los resultados obtenidos en esta tesis.

Con respecto a la reaccién en la enzima, se determind que el sitio de unidn del ASC involucra a
los residuos His39, Argd1, Phe43 y Trp82. El Trp82 es un residuo conservado a lo largo de todas las Pr,

la His39 estd involucrada en la formacién del sitio activo y es necesaria para que la enzima pueda ser

213 333

reducida por ASC™ y la Phe43 forma parte la interfaz tipo-A®">. Existen reportadas en literatura
Unicamente dos estructuras de Prx 1-Cys con ligandos, una de Plasmodium yoelii (PDBID 3TB2)*** y
otra perteneciente a Vibrio vulnificus (PDB ID 5K2J), la cual contiene al H,0, unido al sitio activo. En el
caso de la primera, la Cp, se encuentra sobreoxidada a acido sulfinico e interaccionando con una
molécula de glicerol y se establecen interacciones con dos residuos cataliticos: C, y Arg129. En el caso
de la segunda, el ligando es H,0, e interacciona con los residuos cataliticos Thr45 y Argl24 y con una
Ser que ocupa el lugar de la Cp. Por otro lado, cercano al grupo sulfénico de la Cp se encuentra la triada
Arg132-Glu50-Argl55 estableciendo una red de EdH. Estos residuos son conservados en las subfamilias
AhpC-Prx1, Prx6 y AhpE, tienen una funcién estructural en el sitio activo®’ y se ha propuesto que

disminuyen el pK, del grupo tiol de la C,>>°.

Con respecto al mecanismo de reaccidn, se confirmd que el mismo es de tipo Sy2, con ataque
nucleofilico del carbanidn del ascorbato sobre el azufre del sulfénico, acoplado a una transferencia
protdnica que da como grupo saliente H,0. Por lo tanto existe el efecto de catalisis acida especifica en
esta reaccion, en donde la Arg155 actia como 4cido de Brgnsted. Es la primera vez que se observa una
catdlisis 4cida en Prx ya que se han reportado transferencias protdnicas en la reaccion de peroxidacion

f. 112137) ‘nero siempre son post-TS, por lo que no influyen en la barrera energética de la

(Capitulo 3y re
reaccién. Por otro lado, la energia libre de activacién es consistente con los datos experimentales

21 . ope
reportados de k ® 1o cual valida el modelo utilizado.
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Capitulo 8:
Conclusiones y
perspectivas.

136



En esta tesis de doctorado se estudiaron a través de un abordaje integrativo tedrico y
experimental diversas propiedades del sitio activo y etapas del cilco catalitico de dos peroxirredoxinas
(Prx) humanas: PRDX5 (WT y mutantes T44V y R127Q) y PRDX6. En mamiferos, la PRDX5 es la Unica
perteneciente al grupo de las Prx 2-Cys atipicas, mientras que la PRDX6 es la Unica correspondiente al
grupo de las Prx 1-Cys. Los resultados obtenidos en su conjunto, aportan nuevas evidencias sobre
aspectos clave relacionados con los mecanismos y cambios conformacionales subyacentes al ciclo
catalitico de estas enzimas. El abordaje de problemas enzimaticos desde enfoques experimentales y de
modelado computacional en conjunto es cada vez mas comun en el estudio de la estructura y
mecanismos de enzimas, ya que son complementarios y permiten dar respuestas mas completas a las
preguntas mas frecuentes que se realizan los investigadores interesados en la enzimologia, e incluso
plantear sobre la marcha, en el didlogo estrecho entre ambos enfoques, nuevas preguntas para la

investigacion integrada.

Mediante el abordaje realizado se logré profundizar, llegando hasta el nivel de detalle
electrdnico, en el conocimiento del mecanismo de reaccién de distintas etapas de los ciclos cataliticos
de estas dos enzimas como la reduccién de H,0, por C,-S en PRDX5 vy la reduccidn del Cp,-SOH en
PRDX6 por ASC con especial atencién dirigida a elucidar la funcién que cumplen residuos clave de la
arquitectura proteica en sus sitios activos; determinar constantes de velocidad de diversas reacciones,
como las de resolucidn y sobreoxidacion en PRDX5 y reduccidn por Trx2; estudiar el efecto estructural
y sobre la reactividad de la enzima que provocan mutaciones de residuos conservados del sitio activo
en PRDX5 y finalmente estudiar cambios conformacionales asociados a la oxidacion de la C, de PRDX5,
identificando sus determinantes a nivel molecular y atémico.

Con respecto a los objetivos especificos planteados para esta tesis doctoral, el estudio del

™4 abordado en el

mecanismo de reaccién de la reduccién de H,0, por PRDX5WT y la mutante PRDX5
Capitulo 3 permitiéd corroborar que, como ocurre en otras enzimas de esta familia, el mismo es
esencialmente del tipo Sy2 (TS casi lineal, temprano y concertado para el ataque nuecleofilico sobre el
sustrato). Ademas, se suma a esta visidn mecanistica la evidencia de dos transferencias protdnicas
post-TS con participacién directa del residuo Argl27 que llevan a la formaciéon de Cp,-SOH. Se
determind que la funcion del residuo Thr44 es multiple, e incluye la modulacién de la nucleofilia del
tiolato de la Cp a través de un EdH con éste, la participcion en la union del sustrato actuando como
aceptora de EdH desde el OH proximal del mismo (lo que explicaria la especifidad por sustratos

hidroperdxidos), responsable de su adecuado posicionamiento para que la reaccion tenga lugar en el

sitio activo en conformacidon FF y la estabilizacion diferencial del TS respecto al complejo
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enzima-sustrato. La interaccién de la Thr44 con el sustrato actuando como aceptor de EdH, que rota
desde su posicidn inicial para ubicarlo ante la C, al momento justo de iniciar la reaccion, implica
también que a medida que avanza esta fase inical, la interaccién con C, se debilite, promoviendo su
activacion a través de un aumento de su nucleofilia. El residuo Argl27 es por su parte esencial en la
estabilizacién del tiolato de C, mostrandose aqui con detalle atdmico que su sustitucién por una Gin
lleva a que el sitio activo pierda su estructura cuando la C, se encuentra desprotonada. A la vez, es
clave por su efecto electrostatico y capacidad de actuar como dadora de EdHs en la estabilizacion
diferencial del TS determinante de la cinética del proceso y en la recuperacién de la forma neutra del
producto (perdida después del TS debido a la tranferencia protdnica desde el C,-SOH hacia el grupo
saliente OH" para formar H,0) cediendo un protdn que neutraliza al Cp-SO". La formacién final del
Cp-SOH, como se ve sucesivamente en el Capitulo 4, es clave para que ocurra la transicién hacia la

conformacion LU y por lo tanto para favorecer la reaccién de resolucion.

El estudio de la transicion FF>LU en PRDX5 permitid determinar que la oxidacion a acido
sulfénico de la Cp modifica la naturaleza de las interacciones débiles del sitio activo que mantienen su
arquitectura, que desestabilizaria la conformacidon FF tipica del estado reducido de la enzima y
favoreceria la transicion hacia la conformacién LU. Durante 2 ps de simulacion cMD y 500 ns de
simulacion aMD, Unicamente se hallé a la forma oxidada y neutra de C, localizada a una distancia
menor a 4 A de la Cren el 0.7 % de las estructuras examinadas en la muestra. Este resultado indicaria
que la transicidn hacia la conformacién LU es un evento de baja frecuencia en la evolucién dindamica de

la estructura de PRDX5, desencadenado Unicamente tras la oxidacién a esa forma neutra del producto.

El estudio experimental de la reaccidon de resolucion de PRDX5 permitié determinar una
constante de velocidad a pH 7.4 para la reaccidn entre Cp-SO(H) y Cx-S(H) de 18.7 s y valores de pK,
de 5.9 y 7.4 para las especies Cp-SO(H) y Cz-S(H), respectivamente. La comparacién entre la constante
de velocidad de la reaccién en la proteina y la correspondiente a la reaccién entre cisteina libre y acido
cisteinsulfénico libre, permitié determinar que la proteina enlentece la reaccién de formacién del
disulfuro C,-SS-Cy con respecto a lo que sucede en solucion, ademas los pK,s de Cp-SOH y Cz-SH no son
los dptimos para que a pH 7.4 haya la mayor cantidad posible del mejor electréfilo (C,-SOH) y mejor
nucledfilio (Cz-S’) entre las formas neutras y disociadas de este par de reactivos. Estos resultados, junto

a los obtenidos con respecto a la transicién FF2>LU, indican que la reaccién de resolucion implica un

“freno” en el ciclo ctalitico, el cual podria ser una ventaja evolutiva relacionada con la funcién
sefializadora del H,0, o un efecto secundario de la evolucién de las Prx a partir de las Trx. Por otra

parte, mediante simulaciones de dindmica molecular a pH constante, se determind que el estado de
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protonacion del residuo Glu143, presente en el entorno de la Cg, ejerce un efecto sifnificativo sobre su
pK, y se pudo obtener evidencia para sustentar la idea de que el valor de pK, de Ci se ve afectado por
la conformacion enzimatica (FF o LU). El estudio de la sobreoxidacién mostré que la PRDX5 presenta
una kgoyx ~ 170 M s, la cual es menor a la reportada para otras Prx y ademads, en si misma, no es
indicativa de cuan robusta o sensible sea una Prx a la sobreoxdacidn, ya que esto también depende de

las kres ¥ Kpy-

En cuanto a la reduccion de PRDX5 por Trx2, se determind que los residuos conservados del
sitio activo Thr44 y Argl27 no son necesarios para que ocurra dicha reaccion. Se determind que el
residuo Lys49, posiblemente involucrado en la interaccién Prx-Trx se encuentra mas expuesto en las
mutantes PRDX5™" y PRDX5%'?’%, lo que podria explicar el leve aumento en la constante de velocidad

determinada para la reduccion de las mutantes por Trx2.

Con respecto a la reduccién del acido sulfénico de una Prx 1-Cys por ASC, en primer lugar se
avanzd en determinar caracteristicas del proceso reactivo en un contexto mas simple que el de la
protina oxidada a sulfénico, trabajando sobre la reaccién en solucién acuosa, abordada con un modelo
simplificado pero representativo. Alli se pudo determinar que las moléculas de H,0 del medio que
podrian establecer interacciones especificas con el sistema reaccionante no tienen un efecto catalitico
sobre la reaccién, pero si son importantes en su termodinamica, asistiendo en la protonacién del
grupo saliente OH" y provocando que la reaccién sea exergdnica. El mecanismo en PRDX6, presenté
una energia libre de activacion de 11.3 kcal mol™, la cual es consistente con las constantes de
velocidad determinadas experimentalmente. A diferencia de todos los mecanismos elucidados hasta el
momento en contextos proteicos de distintas Prx, en esta reaccion se determind una estructrua para
el TS que indica que en forma concertada al ataque nucleofilico del ASC osbre el Cp-SOH ocurriria
también catdlisis acida especifica por partede residuos del entorno, que involcura especificoamente
una transferencia protdnica desde la Argl55 y la participacion en su posicionamiento de los residuos
Arg132 y GIu50, por lo tanto la protonacion del grupo saliente OH' inicia ya desde el TS de la reaccidn,

lo cual es algo novedoso para este tipo de sistemas.

En su conjunto, los resultados obtenidos en el marco de esta tesis de posgrado aportan nuevas
evidencias sobre las funciones especificas de ciertos residuos conservados en las reacciones de
peroxidacion y reduccion, los determinantes moleculares que disparan la transicion FF>LU, y

finalmente cuales podrian ser las bases de la sefializacién por H,0,.
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En cuanto a la continuidad de este trabajo a futuro, en relacién con los resultados presentados
y discutidos en el Capitulo 5, se comenzd a estudiar el mecanismo de la formacion del enlace disulfuro
entre Cp-SOH y Cg-SH en PRDX5. Se realizaron varias exploraciones con optimizaciones QM/MM con
ONIOM, o con QM/MM aditivo utilizando el programa ChemShell 3.4**® y con simulaciones de
dindmica molecular QM/MM utilizando el programa Lio**’. Hasta el momento, dada la complejidad del
proceso que acopla el cambio conformacional con la transformacién quimica no se ha podido resolver
aun el mecanismo, pero si se ha logrado obtener una simulacion sesgada de Jarzynski con una barrera
energética compatible con lo que se deriva de los datos experimentales y se esta intentando obtener
un TS a partir de una estructura inicial extraida de esa simulacién que relne las caracteristicas
estructurales esperadas para este proceso. Por otro lado, para explorar la funcién del residuo Glu143
en la desprotonacién de C; de PRDX5 mediante mutantes, se logré obtener los plasmidos con las
inserciones de las mutantes E143A y E143Q pero la expresidon y purificacidon de las proteinas no se ha

concretado con éxito hasta el momento.

En cuanto a las perspectivas del trabajo realizado con PRDX6, durante el ultimo afio de los
estudios doctorales co-dirigi junto con la Dra. Laura Coitifio una tesina de graduacién de la licenciatura
en bioquimica en donde se estudid entre otras cosas el efecto de la glicacion de la Arg132 del sitio
activo en la estructura y reactividad enzimatica®®. Los resultados obtenidos permitieron determinar
que la glicacion afecta notoriamente el pK, de Cp, lo cual compromete la disponibilidad de tiolato, sin
tener un efecto significativo en la estructura proteica. Se espera poder madurar posteriormente a la

conclusién de esta tesis en esta linea de investigacion.
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