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Caratula: Figura compuesta en base a la imagen de micoscopia electronica de decamero de la
triparredoxina peroxidasa de Tripanosoma brucei. Adaptado de [36]
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1 INTRODUCCION

1.1 PEROXIRREDOXINAS

Las peroxirredoxinas (Prx) son un grupo de peroxidasas de 20-30 kDa presentes en abundancia en
todos los organismos estudiados hasta el momento. Las Prx catalizan la reduccion de un amplio
rango de hidroperoxidos a expensas de tioles intrinsecos sin la participacion de cofactores. En
términos generales, se consideran enzimas de una eficiencia catalitica baja (-10° M's™) [1] en
comparaciéon con otras peroxidasas bien caracterizadas como la catalasa (10’ M's" [2]) y la
glutation peroxidasa (Gpx, 10®° M'seg” [3]). Esta menor eficiencia catalitica se ve compensada,
en algunos casos, por su mayor concentracion y su compartimentalizacion que las ubica en casi
todos los organelos subcelulares [4,5]. En los Ultimos afos se ha acumulado evidencia que apunta
a considerar que las Prx, en particular las de mamiferos, presentan otras funciones ademas de su
potencial rol antioxidante, incluyendo la modulacion de los niveles de H,0, inducidos por
factores de crecimiento [6,7] y la participacion en las cascadas de sefalizacion involucradas en

proliferacion celular [8,9,10], diferenciacion [11,12] y apoptosis [1,13]

Las Prx fueron originalmente identificadas en las levaduras Sacharomises cerevisae bajo el
nombre de “tiol-specific antioxidant proteins” (TSA), debido a los trabajos pioneros del grupo de
Earl Stadtman. En un articulo de 1988 este grupo reporta el aislamiento y purificacion de una
proteina citosolica de levadura, de 27 kDa, capaz de inhibir la inactivacion de la glutamina
sintetasa por un sistema oxidante constituido por Fe**, 0, y un reductor como ser el ditiotreitol
(DTT) o el acido ascorbico (sistema MCO, de “metal catalized-oxidation”) [14]. La combinacion
de estos tres elementos en solucion acuosa determina la generacion de un poderoso sistema
productor de especies reactivas del oxigeno (ERO) y del azufre [15], como consecuencia de la

siguiente serie de reacciones (considerando un tiol reductor cualquiera, RSH):

RSH + Fe’* — RS™™ + H' + Fe** Ecuacién 1
Fe’* + 0, —» Fe’ + 0, Ecuacién 2
20, +2H — H,0, + 0 Ecuacién 3
RS*™ + R-SH — RS-SR*™ + H* Ecuacion 4

RS-SR*™ + H,0, — RS-SR + OH™ + "OH Ecuacion 5



Esta cadena de propagacion puede ser interrumpida por agentes quelantes con fuerte afinidad
por Fe** o por enzimas que descompongan el H,0,, como ser la catalasa [15,16]. En este
contexto, la TSA fue identificada como una proteina capaz de proteger a la glutamina sintetasa
(GS) de las especies reactivas producidas por este sistemas, por lo que se denomind “proteina
protectora” (protector protein). Su capacidad protectora demostré ser dependiente de las
cisteinas que poseia TSA en su secuencia primaria (C47 y C170), ya que la actividad protectora
solo se registro cuando ambos tioles se encontraban reducidos. A su vez, la proteccion dependia
de la presencia de tioles en el medio de reaccion, ya que al cambiar el reductor de DTT a
ascorbato, la inactivacion de la GS por el sistema MCO no era inhibible por la TSA [14,17]. Si
bien en su momento, esta observacion se interpreté como una posible actividad enzimatica
atrapadora de radicales del azufre (en particular del radical tiilo, RS'", o disulfilo, RS-SR*") mas
que como actividad peroxidasa, logré llamar la atencion sobre esta emergente familia de
enzimas antioxidantes, localizando tempranamente la importancia de sus grupos tiol [14]. Un
ano después se clond y caracterizd6 una enzima de 22 kDa (denominada C22) presente en
Salmonella typhimurium [18] y Escherichia coli, capaz de reducir hidroperoxidos vy
alquilhidorperoxidos (ROOH) usando como poder reductor dinucledtidos de nicotina y adenina
(NADH o NADPH) [19]. La actividad “NAD(P)H peroxidasa” de esta enzima requeria de la
presencia de otro componente presente en el extracto bacteriano, una proteina de 57 kDa
(denominada C57) cuya funcion era desconocida. La identificacion de C57 como una flavoenzima
de 57 kDa homologa a la conocida tiorredoxina reductasa de mamiferos permitido completar la
caracterizacion de este sistema reductor de ROOH, el cual fue renombrado Ahp (de
alquilhidroperoxido reductasa) con sus 2 componentes: AhpC (C22, peroxidasa) y AhpF (C57,

flavoenzima reductora de la peroxidasa) [18].

Durante los afios subsiguientes se identificaron proteinas homologas a TSA en otros organismos
[20]. El analisis de las bases de datos existentes arrojo que existian 25 secuencias homologas a
TSA tanto en bacterias como en mamiferos [21], 12 de las cuales estaban provenian de genomas
de mamiferos y habian sido identificados en afos anteriores sin hacer referencia a su actividad
peroxidasa [20]. Debido a la capacidad tanto de AhpC como de TSA de reducir hidroperdxidos a
expensas de tioles reductores, se denomind “peroxirredoxinas” a esta nueva familia de

peroxidasas [17,21].

El descubrimiento y caracterizacion de un sistema de enzimas peroxidasas sin cofactor, como es
el caso de las Prx, fue relativamente simultaneo a la valorizacion de la importancia de los
sistemas redox biologicos basados en calcogenos (fundamentalmente azufre, selenio y oxigeno)

y, a su vez, al desarrollo de nuevas técnicas que permitian estudiarlos. En la actualidad sabemos



que una parte importante de las enzimas que participan en reacciones de 6xido-reduccion
sustenta su actividad catalitica en las cadenas laterales de aminoacidos como la cisteina, la

metionina, la selenocisteina, la selenometionina, y la tirosina [22].

1.2 CLASIFICACION

Desde 1994 a la fecha se han identificado cientos de Prx. La homogeneidad en cuanto a las
caracteristicas de las Prx identificadas originalmente se fue perdiendo y actualmente
constituyen un grupo complejo con un amplio espectro de sustratos sobre los que pueden actuar
y varios sistemas reductores. Sin embargo, es posible extraer algunas generalidades que nos
permiten clasificarlas. Todas las Prx conocidas poseen una cisteina estrictamente conservada en
el dominio aminoterminal (dentro de una secuencia VCP o similar) que sustenta la actividad
peroxidatica y un nimero importante de éstas -pero no todas- poseen una segunda cisteina
conservada en la region carboxiterminal [1,20]. Esta observacion llevo a clasificar las Prx en dos
grupos, denominados 1-Cys Prx y 2-Cys Prx en funcion de la presencia o ausencia de la segunda
cisteina. Esta clasificacion posee sustento tanto a nivel de secuencia como de mecanismo
catalitico. En ambos grupos la cisteina aminoterminal es la que reacciona con el peroxido,
mientras que solo en las 2-Cys Prx la cisteina carboxiterminal participa del mecanismo catalitico
[5,20]. Existen evidencias estructurales y mecanisticas que permiten dividir el grupo de las 2-Cys
Prx en dos sugrupos denominados “tipicas” y “atipicas”. Esta division se basa en diferencias en
el mecanismo mediante el cual la cisteina aminoterminal recupera la forma reducida luego de

reaccionar con el peroxido [4,5].

La mayoria de los organismos producen mas de una isoforma de Prx, siendo el caso de los
mamiferos, donde se han identificado 6 subgrupos (denominadas I-VI), el que reviste mayor
complejidad (Tabla 1) [23,24,25,26]. Su clasificacion interna refiere a diferencias en su
secuencia y localizacion subcelular. Los subgrupos | a IV contienen a todas las 2-Cys Prx tipicas,
clasificadas en funcién de su compartimentalizacion subcelular y ubicacion en el genoma,

mientras que el subgrupo V refiere a todas las 2-Cys Prx atipicas y el VI a las 1-Cys Prx [5].



2-Cys Prx 1-Cys Prx
Subtipo Tipicas Atipicas
Prx | Prx Il Prx Il Prx iV Prx V Prx Vi
TPx-A TPx-B
Az 77 . AOP-1 AOEB166 ORF6
MSP23 PRP sp22 AOE372 PMP20 LTW4
OSF3 Calpromotina TRANK
HBP23 Torina MER5 AOPP AOP2
PAG Banda 8
TSA
. . . Mitocondria /
C't,o sol / Citosol / Mitocondria C1tosql 4 Peroxisoma / Citosol
Nucleo Membrana Golgi / Citosol
Extracel
256 271 214
199 198 clivado en clivado en clivado en 52- 224
63-64 36-37 53
1q34.1 13q12 10q125-q26 110p22.13 11q13 1923.3
c-Abl
Presenilina-1 .
Proteinas 7.2b
e (estomatina)
Factor de Presenilina-1 Ciclofilina Heparina
inhibicion de Cadenas A de epartr Ciclofilina Ciclofilina
. » Membrana del . Ciclofilina
la migracion . . la abrina
. eritrocito
de macrofagos Ciclofilina
(MMIF)
Ciclofilinas

Si bien la mayoria de la investigacion sobre Prx se ha centrado en mamiferos, o bacterias E.coli o
S.thyphimurium, es importante notar que la diversidad y complejidad de Prx en plantas es
similar a la de estos grupos y, sin embargo, utilizan una clasificacion diferente a la presentada.
La nomenclatura mas utilizada para las Prx de plantas las clasifican en cuatro grupos llamados 1-
Cys Prx y 2-Cys Prx, Prx tipo Il y Prx Q, donde las 1-Cys Prx y 2-Cys Prx representan los grupos VI
y I-IV de mamiferos, respectivamente; las Prx tipo Il incluye a las 2-Cys Prx atipicas ademas de
isoformas secretadas al floema y las Prx Q se refiere a un subgrupo de Prx plastidicas ausente en
animales [27], que presentan importante homologia con las proteinas bacterianas BCP
(bacterioferritin comigratory protein) [28], que también han sido clasificadas como Prx [29].
Debemos mencionar que las Prx, tanto animales como de plantas, también han sido clasificadas
utilizando como criterio la secuencia de residuos conservados en torno al sitio activo y
resultando en la definicion de 5 grupos denominados Prx tipo A, B, C, D y E, que corresponden a
los grupos 2-Cys Prx tipicas, 1-Cys Prx, Prx Q /BCP y subgrupo | y Il de las 2-Cys Prx atipicas,

respectivamente [30].



1.3 CICLO CATALITICO Y OLIGOMERIZACION

Las Prx mas estudiadas han sido las 2-Cys Prx tipicas en las cuales el ciclo catalitico involucra la
oxidacion del tiol de la cisteina aminoterminal (altamente conservada en torno a la posicion 50
[1]) a acido sulfénico (Cys-SOH) y la rapida reaccion de éste con el tiol de la cisteina
carboxiterminal de otro monomero para formar un disulfuro. La alta reactividad del tiol con
hidroperdxidos a pH fisiologico es consecuencia de su bajo pKa. La activaciéon de esta Cys
-denominada cisteina peroxidatica (Cp) por ser la que reacciona con el hidroperoxido- resulta, en
la mayoria de los casos, de la formacion de un puente de hidrégeno con un histidina cercana y
de la interaccion con un residuo de arginina cargado positivamente, formando una “triada
catalitica” altamente conservada en las 2-Cys Prx [1,31]. Por otro lado, la facil formacion de un
disulfuro intermolecular es posible debido a que los monémeros de Prx presentan
oligomerizacion, siendo la unidad minima un homodimero “cabeza-cola” que posiciona al tiol de
la Cp espacialmente cercano al tiol con el que forma el disulfuro (cisteina de resolucion, Cg
[32,33]), como se esquematiza en la Figura 1. Se acepta que el mecanismo catalitico de las 2
Cys Prx tipicas es del tipo “ping-pong” (enzima bisustratica sin formacion de complejo ternario
[34]), aunque algunos han reportado desviaciones de este comportamiento por motivos ain no
del todo claros [35,36].

Este mecanismo catalitico requiere que la unidad funcional minima de las 2-Cys Prx tipicas sea
un homodimero, ya que el intermediario del ciclo es un disulfuro Cp-Cz que sera reducido por el
segundo sustrato, en general tiorredoxina u otras proteinas con actividad disulfuro reductasa.
Como veremos mas adelante el estado nativo de estas enzimas es un decamero formado por
cinco homodimeros en un ordenamiento toroidal (a;)s [5]. La obtencion de estructuras
cristalograficas de 2-Cys Prx con la Cp en diferentes estados de oxidacion permitié asociar
estados de oligomerizacion a estados funcionales de la enzima y fue tempranamente reconocido
que debia existir una intercambio dinamico de estados de oligomerizacion durante el ciclo
catalitico [32]. Los primeros resultados indicaban que la forma reducida de estas enzimas se
presenta como monomero o como decamero [37,38] y forma oxidada como dimeros formados por
puentes disulfuro [5,39]. Sin embargo, datos cristalograficos [40] y estudios en solucion indican
que las 2-Cys Prx decamerizan en todos sus estados de oxidacion [41,42,43], lo que plantea
interrogantes acerca de la dinamica de los cambios de oligomerizacion durante el ciclo
catalitico. La relacion entre la oligomerizacion y la actividad cobroé relevancia al identificarse
que formas de alto peso molecular de la enzima -con mas de 20 subunidades- que presentan
actividad chaperona, y la demostracion de que la actividad peroxidasa reside en las especies de

menor peso molecular (dimeros a decameros) [44,45].
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Figura 1. Ciclo catalitico y la oligomerizacién redox-dependiente de las 2-Cys Prx tipicas. Esta imagen
muestra el ciclo catalitico de las 2-Cys Prx tipicas, presentando ademas informacion sobre las alteraciones
en el estado de oligomerizacion que acompanan los cambios en el estado redox. El Cp-loop y la hélice
subsiguiente al sitio activo de una subunidad del homodimero (residuos 40-49) se representan en verde,
una region cercana de un homodimero adyacente (residuos 73-84) en azul y el extremo carboxiterminal de
la otra subunidad del mismo homodimero que posee Ci en rojo. La Cp se representa en diferentes estados
de oxidacion: cisteina (SpH), acido cisteinsulfénico (SpOH), acido cisteinsulfinico (SPO,H) o disulfuro con la
Cr pertenenciente al otro monémero del homodimero (Sp-Sr). El extremo aminoterminal que posee Cp es
representado como un cilindro gris. El brazo flexible que éste extremo con el resto de la proteina, se
representa como un cilindro rojo con una linea soélida verde para indicar su estado plegado, o como una
linea verde punteada para representar su estado desplegado. Las flechas unidireccionales representan
pasos de oxidacion y las bidireccionales representan equilibrios asociados a distintas conformaciones de la
enzima. Tomado de [46].

1.4 VARIAS FUNCIONES PARA UNA MISMA ENZIMA

Como hemos comentado, la funcion peroxidasa de las Prx se solapa con la de otras actividades
enzimaticas que, al menos en sus eficiencias cataliticas, aparecen como mas optimizadas para
esa funcion. Esto llevd a un intenso trabajo en busca del rol de la Prx en la fisioldgia celular,
coincidiendo con una serie de avances que determinaron la revalorizacion del rol del H,0, como
mensajero intracelular [47,48,49]. El H,0, en eucariotas presenta un rol dual, siendo por un lado
un oxidante muy difusible, y por otro una molécula de sefalizacion [50]. Se considera que las Prx
de mamiferos y levaduras, abundantes en el citosol, participan de manera esencial en las
cascadas de transduccion de sefales redox mediadas por H,0, [39]. Bajas concentraciones
intracelulares de H,0, (del orden nM-pM) son controladas por las defensas antioxidantes de la
célula, mientras que frente a un aumento transitorio de los niveles de H,0, -por ejemplo en
respuesta a factores de crecimiento- se produce la sobreoxidacion del tiol reactivo de las Prx a
acido sulfinico (Cys-SO,H) o sulfonico (Cys-SOsH), inactivando la enzima [51]. Esta “ruptura” de

la barrera antioxidante permite una fuga de H,0, que resulta en la oxidacion de tioles reactivos



de otras proteinas blanco [50], siendo de particular importancia enzimas reguladoras como las
fosfatasas de tirosinas 1B [52,53]. La inactivacion de las Prx por sobreoxidacion es revertida
enzimaticamente por reduccion del residuo cisteinsulfinico por accion de la enzima sulfiredoxina
en eucariotas o por una proteina homologa a p53 denominada sestrina en bacterias, restituyendo
la barrera antioxidante [54,55,56].

Sin embargo, su potencial como enzima antioxidante en la detoxificacion de hidroperoxidos no
puede ser dejado de lado, como demuestran experimentos con levaduras mutantes [57,58] o
ratones knock-out [59,60], que describiremos mas adelante. Recientemente se ha visto que las
Prx son capaces de reducir cataliticamente un peroxido inorganico como el peroxinitrito
(ONOO")" [61,62,63,64]. EL ONOO™ es conocido como un potente agente oxidante y nitrante que
se forma in vivo en la reaccion de terminacion, controlada por difusion, entre los radicales oxido
nitrico ("NO) y superoxido (O,”") (Figura 2). Su potencial citotdxico se debe a que puede
reaccionar directamente con biomoléculas criticas, en particular tioles [65] y hemoproteinas
[66,67], o protonarse a acido peroxinitroso (ONOOH, pKa = 6.8 [68]) el cual deriva a la formacion
de las especies radicalares toxicas (radical hidroxilo, ‘OH y dioxido de nitrogeno, ‘NO, [68]). La
reaccion directa con CO,, de concentracion mM a nivel tisular, también lleva a la produccion de
radicales (radical carbonato, COs;™", y °NO;) y ambos mecanismos pueden conducir a la
modificacion de tirosinas proteicas a nitrotirosina (Tyr-NO;), que se ha considerado un marcador

de peroxinitrito [69].

A diferencia de lo que sucede con las especies reactivas del oxigeno (ERO), no existen sistemas
enzimaticos caracterizados que eliminen especies reactivas del nitrogeno (ERN) como ser el
ONOQO'". Sin embargo, recientemente se ha demostrado que cepas de S.typhimurium mutantes de
para el gen de la AhpC son particularmente sensibles a las ERN, resistencia que es recuperada al
ser transformadas con este gen [70]. Sumado a esto, una serie de trabajos posteriores
determinaron que algunas 2 Cys Prx de procariotas [61,63], eucariotas unicelulares [62,64] y
humanos [71] pueden reducir cataliticamente al peroxinitrito a nitrito (NO, )con velocidades del
orden de 10%-10” M's”, mayores inclusive que las obtenidas para H,0,. Esto otorga un interés

adicional a la Prx como posible sistema enzimatico que elimine ERN.

' Los nombres recomendados por IUPAC para el peroxinitrito anién (ONOO’) y el acido peroxinitroso
(ONOOH) son oxoperoxonitrato (1-) y oxoperoxinitrato de hidrogeno, respectivamente. En este trabajo el
término peroxinitrito es utilizado indistintamente para referirse a ambas especies ONOO™ y ONOOH, a no
ser que se indique lo contrario.
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Figura 2: Esquema de la formacién y reacciones del peroxinitrito. El peroxinitrito formado in vivo
puede reaccionar con blancos bioldgicos (representados como S1 y S2) a través de la reaccion directa (via
I) o a través de los radicales formados por su homolisis (via Ill), para dar productos de oxidacion (P1) o de
nitracion / hidroxilacion (P2). La reaccion con CO, (via Il) es importante en sistemas biologicos dada su
alta concentracion plasmatica y tisular, generando la especie ONOOCO,  que puede, también,
descomponerse a especies radicalares por homolisis del enlace peroxo. La reaccion que nos interesa
caracterizar es la via | siendo S1 la Prx con el tiol reducido (Cys-SH) y P1 la Prx con el tiol oxidado (Cys-
SOH).

1.5 ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN EL GLOBULO ROJO

La vida media de los glébulos rojos (GR) en humanos es de 120-150 dias y deben mantenerse
funcionales a pesar de portar grandes cantidades de una proteina potencialmente pro-oxidante
como es la hemoglobina, O, y una membrana rica en lipidos poliinsaturados [2]. El riesgo
oxidativo estd compuesto, principalmente, por la producciéon de ERO como consecuencia del
proceso de autooxidacion de la oxyhemoglobina (HbO;) [72,73] asi como por la liberacion del
hierro hémico como resultado de la oxidacion de la hemoglobina (Hb) por el propio H,0, formado
endégenamente o difusible a través de la membrana [74]. Ademas, los GR estan expuestos
constantemente a situaciones de estrés mecanico debido a deformaciones fisicas que sufren en
los vasos de menor diametro y cuenta con la particularidad de una baja actividad metabdlica y

la imposibilidad de sintetizar nuevos lipidos o proteinas para reemplazar los dafnados [2].

Otro posible agente oxidante al que esta expuesto el GR en el torrente sanguineo es el ONOO™
que se forma in vivo en la luz de los vasos y se ha demostrado que puede difundir dentro del GR

[75,76]. Debido a su alta concentracion en el compartimiento vascular y a la abundancia de



canales anionicos (Banda 3 [75]) en la membrana del GR, la HbO, ha sido propuesta como uno de
los blancos mas importantes del ONOO™ formado intravascularmente, resultando en la oxidacion
de la HbO; a metahemoglobina (MetHb) con la consecuente liberacion de 0, y la isomerizacion
del ONOO™ a nitrato (NO3’) [66,67]. Los GR cuentan con enzimas que detoxifican las ERO como
ser superoxido dismutasa (SOD), catalasa y Gpx. En general, se acepta que estas enzimas
constituyen la primera linea de defensa antioxidante de esta célula y que pueden rendir cuenta
de las ERO formadas [2].

1.6 PEROXIRREDOXINAS EN EL GLOBULO ROJO

Se han caracterizado cuatro Prx en los GR. Tres de ellas, denominadas MER5/Aop1 [77,78],
NKEF-A y NKEF-B [79], pertenecen al subgrupo de las 2-Cys Prx tipicas [80,81] y la cuarta
(denominada AOP2, de antioxidant protein 2) pertenece a las 1-Cys Prx [82,83]. La
caracterizacion de estas enzimas en los GR comenzé mucho antes que las Prx existiesen como
familia y es por ello que los roles originalmente propuestos, asi como su nomenclatura, no

refleja su pertenencia a la familia de la Prx.

1.6.1 Aislamiento y caracterizacién de NKEF

La citotoxicidad de los linfocitos asesinos (Natural Killer, NK) contra ciertos tipos de células
tumorales aumenta significativamente en presencia de GR [84,85]. Una serie de trabajos
enfocados a determinar cual era la base bioquimica de este “potenciamento” localizaron y
purificaron una proteina citosélica capaz de simular la estimulacion que producia el GR entero.
Denominaron a este factor soluble NKEF (Natural Killer Enhancing Factor) [79]. El peso
molecular aparente de esta proteina era de 300-400 KDa en estado nativo, y presentaba un
patron electroforético en SDS-PAGE de una Unica banda de 48 kDa en condiciones no reductoras
y de una banda de 24 kDa en condiciones reductoras, indicando la presencia de un dimero unido
por disulfuro. La bisqueda del gen que codificaba para esta proteina llevo a la identificacion y
clonado de dos genes distintos, denominados NKEF-A y NKEF-B. Ambos genes codificaban para
proteinas de 199 y 198 aminoacidos respectivamente. Si bien la funcion biologica de estas
proteinas era desconocida, presentaban un importante grado de homologia con otras proteinas
de organismos tan diferentes como mamiferos o procariotas, la mayoria de ellas también de

funcion desconocida [16].



Experimentos posteriores llevaron a la identificacion del producto del gen NKEF-B como una
proteina sumamente abundante en el GR y capaz de proteger la inactivacion de la GS por un
sistema MCO, de manera analoga a la TSA [16]. Simultaneamente a este trabajo se publico un
articulo que, inspirado en los trabajos originales del grupo de Stadtman [14] se purificaba y
caracterizaba una “proteina protectora” del GR (denominada HRPRP, de Human Red blood cell
Potector Protein) [86]. Ambos trabajos posicionaron a la NKEF como una nueva e importante
defensa antioxidante en los eritrocitos de mamiferos. Posteriormente se caracterizo el sistema
reductor de disulfuros compuesto por la tiorredoxina (Trx) - tiorredoxina reductasa (TR) en GR,
lo que proveia de un sistema reductor completo dependiente de NADPH para sustentar la
actividad peroxidasa de la Prxzima, resultando en el cambio de denominacion de NKEF a
“peroxidasa humana asociada a tioredoxina” (TPx, de thioredoxin-dependet peroxidase [87]).
Fue recién en afos posteriores que se identifico que el GR maduro poseia las isoformas A y B de
la NKEF, correspondientes a ambos genes, y que solo la forma reducida de la isoforma A (menos
del 1% del total de NKEF) presenta la actividad “NKEF” [88]. Por su parte, la isoforma B resulto
ser en la que recaia la actividad antioxidante, como se demostro al transfectar una linea celular
de epitelio humana con este gen [89]. Estudios en GR maduros de porcino demostraron que la
isoforma mas abundante (99%) es la B (o HRPRP) y aportaron un resultado de particular
importancia al determinar que NKEF-B constituye la segunda proteina mas abundante del
eritrocito, luego de la hemoglobina [80], situacion que se conserva en el caso de los humanos?.
Asumiendo un peso molecular de 23 kDa para la NKEF-B de GR humano se puede estimar la

concentracion de esta proteina dentro del globulo en 0.24 mM [91] contra 5 mM Hb [75].

1.6.2 Torina, Calpromotina y la regulacién del canal Gardos

Un estudio de la literatura existente permite mostrar que la Prx de GR no habia pasado tan
inadvertida como se cree. Es probable que la primera evidencia de la existencia de las Prx, que
se remonta a la década del 70, haya sido en este tipo celular. Los estudios ultraestructurales de
J.R.Harris [92] con proteinas de membrana de globulos rojos revelaban la presencia de grandes
complejos macromoleculares extrinsecos, que se separaban facilmente de la membrana por
tratamiento con detergentes. Estos complejos aparecian al microscopio electronico como
estructuras circulares y huecas en el centro [93]. Y recibieron originalmente nombres acorde a
su apariencia: “torina” y “proteina cilindro hueco” (HCP de hollow cilynder protein) o mas
simplemente “cilindrina”. La torina y la cilindrina fueron tempranamente identificadas como dos

proteinas distintas, con diferente coeficiente de sedimentacion (9.0 Sy 22.5 S respectivamente)

2 Moore y colaboradores [90] plantean que en humanos se trata de la tercer proteina mas adunbante luego
de la Hb y la anhidrasa carboénica.



y con diferente patron de migracion en SDS-PAGE. Es interesante notar que las subunidades que
componian la torina migraban con un peso molecular aparente de ~20 kDa [93]. La torina se
presenta como una estructura con forma de anillo conteniendo 10 subunidades, facilmente
distingible de la “cilindrina”, un anillo heptamérico caracterizado mas adelante como la
subunidad 20S del proteasoma [81]. Varios trabajos caracterizaron a la “torina” del glébulo rojo
como una proteina sumamente abundante, que se asocia a la membrana plasmatica y a otras
proteina de membrana [94]. Como se notd en afos posteriores, la torina es la forma decamérica
de la Prx NKEF-B [81].

Un camino distinto fue el que llevd a la identificacion de la mayoria de las propiedades
bioquimicas de lo que hoy sabemos es la 2-Cys Prx mas abundante del GR. A finales de la década
del “80 se identifico una proteina citoplasmatica necesaria para estimular el transporte de K* en
la membrana del eritrocito y fue rapidamente asociada al canal Gardos [90,91]. El “efecto
Gardos” se refiere a la permeabilidad dependiente de Ca** de la membrana del eritrocito al i6n
K" [95]. Este transporte de iones se da via un transportador conocido como canal Gardos, que
desde la década del cincuenta ha llamado la atencion de los fisidlogos ya que se asocia a la
deshidratacion de los GR en pacientes con anemia falciforme y su actividad aparece
incrementada en las etapas tempranas del desarrollo del GR [96]. En 1991, Moore y colegas
demostraron que la funcionalidad de este canal requeria de la interaccion de una proteina
citosolica de 22 kDa que -segln los autores- era desconocida hasta el momento. Denominaron a
esta proteina “calpromotina” por promover, en presencia de Ca*, el eflujo de K' a través del
canal Gardos [91]. La calpromotina presentaba algunas caracteristicas como ser la asociacion a
membrana y dos estados de oligomerizacion distintos, denominados de bajo y alto peso
molecular. La dinamica de este cambio de oligomerizacion era sensible a acido iodoacético y a
proteasas activadas por leupeptina [97], que en el GR son mayoritariamente las llamadas p- y m-
calpainas, proteasas de cisteina dependientes de Ca** [98] que, como se ha reportado, degradan

las Prx del globulo durante su purificacion [80].

La asociacion a membrana es otra de las propiedades tempranamente identificadas por este
grupo que merece atencion. Utilizando una resina de afinidad generada por la unién covalente
de la calpromotina a una matriz de agarosa, pudieron demostrar que la calpromotina -cuya
forma unida a membrana activaba el canal de potasio dependiente de Ca?* de manera ain
desconocida- se unia a membrana asociandose a una proteina del citoesqueleto submembranoso
del GR llamada banda 7.2b o estomatina [99]. Es interesante notar que la estomatina es
deficiente en pacientes con estomatocitosis, una rara patologia en la cual los GR de los

pacientes presentan forma “de copa” debido al aumento de permeabilidad de la membrana



tanto al Na* como al K* [100]. En los trabajos mencionados la calpromotina es siempre estudiada
en su relacion con la activacion del canal Gardos. Ahos después, la secuenciacion de la misma,
mostrando una alta homologia de secuencia con proteinas como TSA, permitio identificar a

calpromotina con NKEF-B [101].

Si bien los trabajos de Moore y colegas son reveladores, mas lo es la existencia de trabajos
previos en los que se mostraba la existencia de una proteina citosolica del GR que se unia a
membrana en presencia de Ca®*. Esta proteina, denominada en su momento y conocida hasta la
actualidad como Banda 8, presentaba un peso molecular de aproximadamente 24 kDa y un punto
isoeléctrico de 5.35 [102,103], ambos muy similares a los reportado por otros autores para la Prx
de GR [104].

1.6.3 MER5/Aop

Un estudio genético sobre el desarrollo de una linea celular murina de eritroleucemia identifico
un gen de alta expresion en etapas tempranas del desarrollo denominado MER5 [77], cuyo
producto es una proteina de 28 kDa imprescindible para el desarrollo de la linea eritroblastica
[105]. MER5 en humanos es conocido como AOP1 (antioxidant protein 1) ya que presenta
actividad antioxidante como peroxidasa en experimentos in vitro [78]. El gen que codifica para
AOP1 presenta una alta similitud de secuencia con el gen de AhpC de S.typhimurium y E.coli,
pudiendo inclusive complementar un mutante de E.coli deficiente en este gen [78]. AOP1/MER5
representan la misma proteina que NKEF-B y que la calpromotina, y su temprana aparicion en la
linea de desarrollo eritroblastica es coincidente con trabajos posteriores sobre el desarrollo de
globulos rojos murinos que mostraron que las Prx son imprescindibles para que el GR se
desarrolle y comience a acumular hemoglobina [12], asi como su posible rol en la activacion del

canal Gardos que también se da en las etapas tempranas del desarrollo del GR [96].

Las investigaciones realizadas con MER5/AOP1 aportaron importantes datos a la comprension de
la dinamica de las Prx en el GR. Durante la purificacion de AOP1 de globulos rojos humanos
(denominada hTSA1 en [106]), la proteina nativa resultoé fragmentada a una forma de menor
peso molecular por accion de proteasas presentes en el globulo. La secuenciacion de la proteina
nativa y de la fragmentada demostréd que la hTSA1 (AOP1) habia recibido un corte entre los
aminoacidos Val-186 y Asp-187, perdiendo el extremo C-terminal. Esta forma fragmentada puede
oligomerizar de igual manera que la nativa, y mantiene la misma actividad antioxidante; pero no

se une a la membrana del eritrocito, lo que apunta directamente al brazo carboxiterminal como



responsable de esta interaccion. Ademas, de manera coincidente con los trabajos realizados con
la calpromotina, la presencia de Ca’** favorecia esta interaccién [106]. Los resultados de este
grupo, junto a la existencia de abundantes datos sobre la calpromotina y su relacion con el Ca**
han abierto una puerta para analizar desde otra dptica resultados clasicos que aln no poseian
explicacion convincente, como ser que el dano oxidativo de las membranas de los eritrocitos es
mayor en condiciones de altas concentraciones de Ca?* [107] asi como los motivos por los cuales

el Ca?* modifica la homeostasis de K* en el GR [108].

1.6.4 Las Prx en la fisiologia del eritrocito

Desde hace varias décadas se conoce el rol central de la catalasa en las defensas antioxidantes
de varios tipos celulares, y particularmente en el eritrocito. A esto se le sumo la Gpx como una
enzima con una eficiencia catalitica y especificidad de sustrato que la situaba como el
complemento ideal de la catalasa en las defensas antioxidantes [3]. Sin embargo, su
participacion en las defensas antioxidantes del GR ha sido puesta en duda en los Ultimos afos,
en buena medida debido al desarrollo de animales knock-out para estas enzimas que mostraron
un desarrollo normal y GR con una capacidad antioxidante ligeramente menor pero no
comprometida [109,110]. Por el contrario, la deficiencia en la expresion de Prx resulta, en todos
los casos estudiados, en fenotipos con cierto grado de patologia. El caso del GR no difiere de la
regla, y los modelos de ratones transgénicos para las dos 2-Cys Prx tipicas mas importantes (Prx |
y Il en Tabla 1) han aportado informacion sobre la importancia fisiologica de estas proteinas
[59,60]. Los ratones knock-out para la Prx Il (NKEF-B, torina, calpromotina o Banda 8) son
fértiles y comienzan su desarrollo normalmente [60]. Sin embargo, rapidamente desarrollan
esplenomegalia por una sobracarga inusual del baso, debido mayoritariamente a la acumulacion
de cuerpos de Heinz. Presentan, ademas, un mayor numero de células de morfologia anormal en
la fraccion de globulos rojos densos [60]. En estas células de morfologia anormal, se observa una
mayor cantidad de proteinas oxidadas, lo que es conicidente con una mayor cantidad de ERO,
como se determind usando pruebas fluorimétricas. Presentan un hematocrito menor al normal,
mientras que -para compensar la hemostasis- presenta una mayor cantidad de reticulocitos y de
eritropoyetina. A su vez, los GR de estos ratones tratados con H,0, presentan una mayor
cantidad de MetHb, un incremento en el porcentaje de tioles de proteinas de membrana que se
encuentran oxidados, asi como mayor cantidad de productos de peroxidacion lipidica [60]. Es
interesante notar que esta situacion también se encuentra en GR de pacientes con anemia
falciforme [5,111]. En el caso de los ratones knock-out para la Prx | (NKEF-A), desarrollan un
cuadro de anemia hemolitica ademas de un acortamiento en el promedio de vida debido,
fundamentalmente, al desarrollo de tumores [59], lo cual puede asociarse a su rol

inmunoregulador mas que antioxidante.



Independientemente de la participacion de las Prx en vias de sefalizacion u otros procesos
regulatorios, parece claro que la actividad peroxidatica de estas enzimas juega un rol
importante al menos en el contexto de la fisiologia del GR. A su vez, un trabajo reciente en
donde se modela el impacto de las tres peroxidasas (catalasa, Gpx y Prx) en las defensas
antioxidantes del GR insita a pensar que la actividad peroxidasa de la Prx es esencial para el
correcto funcionamiento del GR [112]. El objetivo del presente trabajo es purificar la Prx de GR
humano, que denominaremos Prx Il a lo largo del resto del trabajo, y caracterizar cinéticamente

la enzima purificada, en particular su reactividad con H,0, y ONOO'.



2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GENERAL

Purificar la Prx de GR y caracterizar su reactividad con peroxido de hidroégeno y peroxinitrito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar la Prx de GR humano. Disefar y optimizar un procedimiento de purificacion

en escala preparativa.
2. Estudiar la actividad peroxidasa de la enzima frente a peroxido de hidrégeno.

3. Caracterizar la reactividad de la enzima con peroxinitrito .



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 REACTIVOS

Las enzimas Trx y TR de E.coli fueron adquiridas en Sigma (USA), asi como la catalasa, glucosa
oxidasa, seroalbumina bovina (BSA) y citocromo c. Los demas reactivos generales utilizados
fueron de calidad analitica y provistos por Sigma (USA) o AppliChem (Alemania): DTT, NADPH,
acido dietilentriaminopentacético (dpta), acido etilendiaminotetraacético (edta), acido 5,5'-
ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), tiocianato de potasio (KSCN), acido tricloroacético (TCA) y

sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH,4),(504),).

3.2 PURIFICACION DE LA PRX

La Prx Il de GR se purifica segin se ha descrito [86], con ligeras modificaciones, a partir de
sangre humana desplasmatizada obtenida en el Servicio Nacional de Sangre del Ministerio de
Salud Publica y manipulada en cumplimiento de las normativas de bioseguridad dispuestas por el
Poder Ejecutivo, en Decreto 317/994. Brevemente; un lisado de glébulos rojos (GR) humanos
previamente lavados con amortiguador isotonico (PBS, 145 mM NaCl, 5 mM H,P04, 0.1 mM dpta,
pH 7.4), clarificado por centrifugacion a 10.000 g y filtrado en algoddn, se siembra en una
columna de intercambio anidnico DEAE-Sepharosa CL-6B (Sigma-Aldrich) previamente equilibrada
en amortiguador 20 mM Tris, 5 mM DTT, 0.1 mM dpta pH 7.4. La elucion se realiza con un
gradiente lineal de fuerza ionica 0-400 mM KCl en el mismo amortiguador. La Prx eluye como un
pico amplio entre 150 - 250 mM KCl identificado por su absorbancia a 280 nm. Este pico se
concentra por ultrafiltracion por presion de N, (Amicon) hasta un volumen adecuado y se siembra
en una columna de Sephadex-G75 (Sigma-Aldrich) previamente equilibrada con amortiguador 50
mM fosfato de sodio, 5 mM DTT, 0.1 mM dpta, colectandose las fracciones de manera
automatizada con un colector de fracciones (RediFrac, Pharmacia). Mayoritariamente, la Prx
sale en el volumen muerto de esta columna dado que, en solucion, a pH fisiologico y en
presencia de un agente reductor, se encuentra como una forma de peso molecular mayor a 75
kDa. El primer pico de absorbancia a 280 nm se ensaya para actividad peroxidasa con el método
del tiocianato (ver mas adelante) y se concentra por ultrafiltracion hasta aprox 2 mg/mL. La Prx
se alicuota en amortiguador 50 mM fosfato de sodio, 0.1 mM dtpa, 150 mM NaCl pH 7.4, bajo

argon a -80°C hasta el momento de su uso. Todas las etapas se realizan a 4°C.



3.3 IDENTIFICACION DE LA PRX

3.3.1 Andlisis electroforético

Las fracciones de la purificacion se analizan por electroforesis desnaturalizante y reductora en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE con B-mercaptoetanol) al 12 %, segin el procedimiento
desarrollado por Laemmli [113]. El revelado de las proteinas se realiza por tincion con Azul de

Coomasie o nitrato de plata, segin se indique.

3.3.2 Identificacién por anticuerpos anti-Prx

Las fracciones de la purificacion, separadas por SDS-PAGE 12 % segln se indico, fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa y reveladas por Western-Blot con un
anticuerpo contra la proteina de fusion recombinante MBP-Tpx de Equinococcus granulosus
(1/2000), desarrollado por A. Agorio (Catedra de Imnunologia, Facultad de Quimica [114]), y
revelados con anticuerpo secundario anticonejo conjugado a fosfatasa alcalina (1/6000) vy
quimioluminiscencia (ECL, BioRad), con tiempo de exposicion de 5 y 2 min. Para estos

experimentos se utiliza la proteina recombinante Eg-Tpx como control.

3.3.3 Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

50 pg de la Prx purificada se siembran en una columna de SEC TSK G2000SW (Tosoh Biosciences,
Japon) previamente equilibrada con amortiguador fosfato de sodio 100 mM, 150 mM NaCl, 0.1
mM dtpa, pH 7.4, acoplada a un HPLC (Serie 1100, Agilent) con flujo de 0.5 mL/min y deteccion

a 210 nm. Los dos picos que eluyen se analizan por SDS-PAGE 12 %.

3.3.4 Espectrometria de masa

Los picos separados por SEC en la columna TSK se colectan e identifican mediante el perfil
triptico resuelto por analisis por espectrometria de masa MALDI-TOF. Estos experimentos se

realizan en colaboraciéon con el Dr. A. Ricciardi (Unidad Mixta de Control de Calidad de



Biotecnologicos) y con los Drs. R. Duran y C. Cervehansky (Unidad Asociada de Bioquimica

Analitica, Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable).

3.4 REDUCCION DE TIOLES PROTEICOS DE LA PRX

La Prx se reduce tratandola con un exceso de 10 veces de DTT durante 1 hora a termperatura
ambiente (TA) o durante toda la noche a 4°C. El exceso de reductor se remueve inmediatamente
antes del uso de la proteina mediante gel filtracion en PD10 (Amersham-Pharmacia) para los
experimentos de rutina. Para los experimentos de cinética rapida el exceso de reductor se
remueve por columna HiTrap (Amersham Biosciences) acoplada a HPLC (LC 306, Gilson) con flujo
de 1.0 mL/min, deteccion a 280 nm y coleccion manual en tubos con tapa de goma. En ambos
casos el amortiguador de elucion fue fosfato de sodio 100 mM, 0.1 mM dtpa, pH 7,

extensivamente degaseado antes del uso.

3.5 CUANTIFICACION DE TIOLES

La cuantificacion de tioles se realiza de acuerdo al método de Ellman [115], que se basa en la
reaccion a pH alcalino, en amortiguador pirofosfato de sodio 100 mM, pH 8.5, del DTNB con los
grupos tiol reducidos, produciendo el anion coloreado 5-tio-3-nitrobenzoato (TNB) que presenta
un maximo de absorbancia a 412 nm con un coeficiente de absortividad molar (g) de 14150 M’
'em™ [116].

3.6 DOSIFICACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas se mide por el método de Bradford [117], usando BSA como
estandar. Para los experimentos de rutina la concentracion de Prx se estima a 280 nm, con un €
= 18000 M"'cm™", calculado segun la féormula €50 = (5500 X Nrip) + (1490 X nrye) + (125 nss) por la

herramienta ProtParam disponible en www.expasy.org.



3.7 CUANTIFICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y PEROXINITRITO

La solucién de H,0, se cuantifica inmediatamente antes de ser utilizada por espectrofotometria
a 240 nm utilizando un € de 43.6 M'cm™. EL ONOO" se sintetizé en un reactor de flujo detenido a
partir de NaNO, y H,0, en medio acido y se cuantifico a 302 nm utilizando un € de 1670 M'cm™
[68]. Las soluciones stock de peroxinitrito, almacenados a -80°C, fueron tratadas con diéxido de
manganeso granular para eliminar el H,0, remanente de la sintesis, inmediatamente antes de ser
usado [118].

3.8 ACTIVIDAD PEROXIDASA POR EL METODO DEL TIOCIANATO

Para identificar la Prx en las distintas fracciones de la purificacion se utiliza el método de
medida de actividad peroxidasa publicado por Kawazu et al [119]. Brevemente, las fracciones de
interés se incuban con 5 mM de DTT durante 10 minutos a TA. Luego se agrega H,0, y se incuba
durante otros 10 min a TA. La reaccién se detiene mediante el agregado de TCA (7.5 % (v/v)
final) y el H,0, remanente se hace reaccionar con 2 mM Fe(NH,)2(SO4); y 250 mM KSCN, para
formar el complejo ferritiocianato (KsFe(SCN)g) que se determina por su absorbancia a 475 nm.

La curva de calibracion se realiza en cada experimento con concentraciones de H,0, 0-500 pM.

3.9 ESTUDIOS CINETICOS DE LA PRX

3.9.1 Estudio de la reaccién de la Prx con peréxido de hidrégeno por cinética de
estado estacionario

El consumo de H,0, por la Prx se estudia mediante una reaccion acoplada con el sistema
heteroldgo Trx-TR y NADPH, siguiendo la desaparicion de NADPH a 340 nm en espectrofotometro
(Shimadzu UV-1603) durante 3 minutos [34]. La reaccion se dispara con el agregado de H,0, y las
condiciones del ensayo se ajustan de manera que el paso limitante sea el consumo del H,0, por
parte de la Prx [34,120,121]. Para estimar Ky a partir de estos datos se realizaron simulaciones

con el programa Gepasi, version 3.1 [122].



3.9.2 Estudio de la reaccién de la Prx con peréxido de hidrégeno por
fluorescencia de Trx

Otra forma de estudiar el consumo de H,0, por la Prx es mediante la desactivacion de la
fluorescencia de la Trx al ser oxidada. Esta estrategia se basa en que el espectro de
fluorescencia intrinseca de la Trx difiere entre la enzima oxidada o reducida [123]. La Prx se
incuba Trx reducida y la reaccion se dispara con el agregado de H,0,. La concentracion de Trx se
ajusta para que esté en franco exceso frente a Prx, pero no puede ser mayor de 5-10 pM debido
al fenémeno de filtro interno de la fluorescencia del Trp. El consumo catalitico de H,0, se sigue
mediante la caida en la fluorescencia intrinseca de la Trx (Aex = 280 nm , Aen = 340) en
espectrofluorimetro (Series 2, Amicon-Bowman). Estrategias similares han sido utilizadas para
obtener parametros cinéticos de otras Prx que, al igual que ésta, tienen Ky muy bajo para su
primer sustrato [41]. La reduccion de la Trx previo a los experimentos se realiza incubando la
enzima con 1-10 nM TR y 200 uM NADPH en amortiguador fosfato de sodio 100 mM, 0.1 mM dpta,
pH 7.4, 1 hora a TA. El exceso de NADPH se remueve por gel filtracion en PD10 inmediatamente

antes de usar la Trx y la concentracion contaminante de TR (~nM) se considera que no interfiere.

3.9.3 Estudio de la reaccién de Prx con peroxinitrito por velocidades iniciales

Dada la corta vida media del ONOO™ a pH 7.4 (0.9 s' a 37°C y 0.26 s a 25°C, [68]), su
reactividad con la enzima se estudia por espectrofotometria de flujo detenido (SF17MV, Applied
Photophysics), con tiempos de mezclado menores a 2 ms. Se sigue la descomposicion del
peroxinitrito (25 pM) a 310 nm (€ = 1600 M'ecm™ [63], donde la interferencia con la absorbancia
de la Prx es menor que a 302 nm) en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, 0.1 mM dpta, pH 7.4
a 25°C en ausencia o en presencia de Prx (0-50 pM) [62,63]. Debido a que para trabajar en
condiciones de pseudo-primer orden de Prx respecto a ONOO™ se requieren concentraciones muy
altas de proteina (ya que las concentraciones iniciales de ONOO™ minimas para obtener un buen
registro de absorbancia a 310 nm son del orden de 20 uM), optamos por estudiar esta reaccion
por el método de las velocidades iniciales a diferentes concentraciones de Prx. En este caso, la
caida de absorbancia a 310 nm entre los 2-10 ms se ajusta a una recta (para incrementar la
exactitud de las determinaciones de constantes de velocidad, 200 medidas fueron adquiridas
durante los primeros 20 ms y 200 puntos adicionales fueron adquiridos hasta 10-20 s, donde mas
del 90 % del ONOO™ ya se descompuesto). Para calcular velocidades iniciales de descomposicion
de peroxinitrito, las pendientes fueron divididas por el € del ONOO™ a 310 nm (1600 M'ecm™) y
multiplicado por 1.2. Este coeficiente de correccién proviene de considerar que la absorbancia a

310 nm deriva del peroxinitrito anion (ONOO™), que representa el 80 % de la concentracion total



de peroxinitrito a pH 7.4. La relacion entre las velocidades observadas (ko) para cada
concentracion de Prx permite obtener una recta de cuya pendiente se obtiene k,, la constante
cinética de segundo orden de la reaccion entre el ONOO™ y la Prx. En todos los casos, el pH final

fue controlado en la mezcla luego del experimento y fue de 7.4 + 0.3.

3.9.4 Estudio de la reaccién de Prx con peroxinitrito por ensayos de competencia

Otra forma de determinar la k; entre la enzima reducida y el ONOO™ es por ensayos de
competencia, utilizando otro blanco de ONOO™ cuya constante de velocidad de segundo orden
sea conocida. A tales efectos se utiliza la porfirina de manganeso 5,170,15,20-tetrakis[N-
metilpiridinio-4-il]porfirina (Mn"TM-4-PyP) [62,63], la cual es rapidamente oxidada por ONOO™ a
su forma O=Mn" con k, = 2 x 10° M's™ a 25°C [124]. Brevemente, el ensayo de competencia
consiste en oxidar una concentracion conocida de Mn"TM-4-PyP por ONOO™ en ausencia o
presencia de diferentes concentraciones de Prx en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, 0.1 mM

dpta, pH 7.4 a 25°C, siguiendo la desaparicion de la especie Mn" a 462 nm. Esta reaccion debe

hacerse en espectrofotometro con accesorio de flujo detenido (SF17MV; Applied Photophysics)

porque la especie 0=Mn" es muy inestable y se reduce rapidamente a Mn"

. A partir de los cursos
temporales de oxidacion de la Mn""TM-4-PyP se calcula el porcentaje de oxidacion (PO) de la

porfirina por ONOO™ como

PO - AAbs,, en presencia de Prx y

: 100 Ecuacion 6
AAbs 4, en ausencia de Prx

El valor de PO decrece a medida que aumentamos la concentraciones de enzima. El porcentaje
de inhibicion (Pl) de la oxidacion, definido como 1 - PO, se incrementa al aumentar la

concentracion de Prx y puede ser ajustado a una funcion hiperbolica del tipo

ax
b+x

PI=1-PO = Ecuacién 7

donde a corresponde al porcentaje inicial de oxidacion de la porfirina por ONOO™ (en ausencia de
enzima que compita por el oxidante) y b corresponde a la concentracion de Prx que inhibe en un
50% el porcentaje inicial de oxidacion de esa concentracion de porfirina por esa concentracion
de ONOO'". A partir de este tratamiento se obtiene un valor de [Prx] que representa una situacion
tal que

k290 x[Mn"TM-4-PyP|= k2% x[Prx] Ecuacion 8

Mn'"TM-4-PyP



lo cual permite el calculo de la k5" [63]. La kﬁﬁﬂﬂ%}_“_])yp de la porfirina con el ONOO™ se

determina individualmente en cada experimento como control interno. Tanto estos
experimentos como los de cinética rapida directa fueron realizados en colaboracion con la Dra.

M. Trujillo (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina).



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PURIFICACION DE LA PRX DE ERITROCITO

La purificacion de Prx a partir de GR se realiza seglin lo descrito por Lim et al. [86], con algunas
modificaciones. Primeramente los GR se lavan varias veces con PBS (isotonico) y luego se lisan
por shock osmotico en amortiguador fosfato de sodio 5 mM, 1 mM edta, 5 mM DTT, pH 7.4. El
primer paso de la purificacién es una cromatografia de intercambio anidénico DEAE-Sepharosa a
pH 7.4 del lisado de GR, clarificado por centrifugacion y filtrado para eliminar restos de
materiales membranosos. La Hb, componente proteico mayoritario del lisado, a pH 7.4 se
encuentra mayoritariamente con carga positiva (pl = 6.9 [125]), no interacciona con la resina y

eluye con el volumen muerto.

La elucion de las proteinas retenidas en la columna se realiza con un gradiente de fuerza idnica
(0-400 mM KCl), luego de lavar la columna con 5-10 volimenes con amortiguador a pH 7.4. La
elusion se sigue por absorbancia a 280 nm y se obtiene, en todos los casos, un perfil
cromatografico con un pico central (Figura 3A) que eluye entre 150 y 250 mM KCl, como han
reportado otros autores [14,80]. Es importante destacar que el pico proteico eluido de la DEAE-
Sepharosa alin posee contaminacion con Hb, que se visualiza por si intensa absorcion a 410 nm
(Figura 3A).

El segundo paso de la purificacion consiste en una separacion por exclusion molecular en
Sephadex-G75, previamente equilibrada con amortiguador a pH 7.4, en la cual se siembra el pico
eluido de la DEAE-Sepharosa concentrado por ultrafiltracion. Como se ve en la Figura 3B, las
proteinas que eluyen juntas de la DEAE se separan en dos picos en esta etapa, donde cada uno
representa ~50% del total de proteina. El Pico | no es retardado por la columna, lo que indica un
peso molecular >75 kDa. Nuevamente, el contaminante que presenta absorcion en la region del
visible coeluye con este pico. La identidad de las proteinas presentes en el Pico Il, no fue
estudiada en detalle, pero otros resultados parecen indicar que se trata de, al menos, una
mezcla de dimeros covalentes de Prx no reducible por B-mercaptoetanol (Figura 4, carril 4) y

albimina sérica humana (HSA), como comentaremos mas adelante.
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Figura 3. Cromatogramas de las etapas de cromatografia de intercambio anionico y de exclusion
molecular. En A se muestra el cromatograma de elucion de la DEAE-Sepharosa, registrando la absorbancia
a 280 nm (m) y a 410 nm (m), asi como el registro en paralelo de la conductividad de la solucion a la salida
de la columna (===). En B se muestra el cromatograma de elusion de la Sephadex-G75, registrando la
absorbancia a 280 nm (m) y a 577 nm (m). En B se sembr¢ la fraccion eluida de la DEAE-Sepharosa indicada
en A dentro del rectangulo.

El analisis de la composicion de las fracciones en los distintos pasos de purificacion se realiza
mediante electroforesis (SDS-PAGE, Figura 4) y muestra un enriquecimiento progresivo en una
banda de 22 kDa correspondiente al monomero de la Prx. Es importante notar que la banda de
22 kDa es identificable directamente en el lisado de GR (Figura 4, carril 1), constituyendo la
tercer proteina mas abundante, luego de la Hb (que migra como mondémero de 16 kDa) y la
anhidrasa carbodnica (AC, que migra como mondmero de 30 kDa). Como se puede ver al comparar
los carriles 1, 2 y 3 en la Figura 4, el paso de intercambio anidnico permite deshacerse de la
mayoria de la Hb. Sin embargo, la absorbancia en la region del visible que presentan las
fracciones con mayor cantidad de proteinas muestra un espectro caracteristico de
hemoproteinas (datos no mostrados), lo cual condice con una contaminacion con Hb o union de
grupos hemos por la Prx, como se ha reportado para otras 2-Cys Prx tipicas [126]. Es importante
notar que la fraccion mas purificadas (Figura 4, carril 4) no presenta una Unica banda sino que
aparecen bandas proteicas de alto peso molecular. Esto ha sido observado también por otros
autores, fundamentalmente en Prx purificadas de tejido y, particularmente, en las Prx
purificadas de GR. En general, estas bandas se asignan a oligomeros de la propia Prx mas que a
proteinas contaminante [80]. En concordancia con esto, las bandas de alto peso molecular, al
igual que la banda correspondiente a 22 kDa, son reconocidas por un anticuerpo desarrollado
contra la tioredoxina peroxidasa (TPx) de E.granulosus, la cual presenta un 65.3% de identidad
de secuencia con la Prx de GR (datos no mostrados). Esto permite suponer que se tratan,

mayoritariamente, de oligomeros de la Prx.

70
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Figura 4. SDS-PAGE de las fracciones de la purificacién de Prx. Se sembraron muestras de las diferentes
etapas de la purificacion: Lisado de GR (linea 1), volumen muerto de la DEAE-Sepharosa (linea 2), pico de
la DEAE-Sepharosa dializado contra amortiguador fosfato 50 mM pH 7.4, 0,1 mM edta (linea 3), pico | de la
gel filtracion (Figura 2B, linea 4). A la derecha se indican los peso moleculares de los marcadores y sobre
el constado izquierdo se indica las bandas correspondientes a AC, Prx y Hb (ver texto). Con el objetivo de
visualizar representativamente el componente mayoritario de cada fraccion la cantidad de proteina
sembrada difiere de un carril a otro. Tincién con Azul de Coomasie.

El Pico | que eluye de la separacion por exclusion molecular posee 2,0 + 0,4 moles de tiol por
mol de proteina, medidos por el método de Ellman en ausencia de agente desnaturalizante. Esto
es coincidente con lo esperado, asi como con los resultados obtenidos por otros autores. Por su
parte, la actividad peroxidasa de esta fraccion fue ensayada por el método del tiocianato, segun
se indica en Materiales y Métodos. Se observa que esta fraccion cataliza la descomposicion de

H,0, a expensas de un tiol reductor externo (Figura 5).
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Materiales y Métodos. Inserto: Curva de
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de 0-100 pM (n= 3, R%= 0.996).
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En resumen, la asignacion del Pico | de la separacion por exclusion molecular como Prx Il se basa
primariamente en tres resultados, que son: i) su exclusion de la resina Sephadex-G75, lo que
indica un peso molecular superior a 75 kDa coincidentemente con lo reportado para otras Prx
que decamerizan en solucion (Figura 3B), ii) su comportamiento electroforético en condiciones
reductoras como una banda de 22 kDa (Figura 4), iii) su capacidad para consumir peroxido de

manera dependiente de tioles (Figura 5).

Para obtener una confirmacion de la identidad de estas fracciones optamos por su identificacion
por espectrometria de masa. Para ello, el eluido de la DEAE-Sepharosa se sembré en una
columna TSK-G2000W acoplada a HPLC (Figura 6A), previamente calibrada usando como
estandares proteicos de peso molecular las proteinas glucosa oxidasa (180 kDa), BSA (66 kDa) y
citocromo ¢ (12 kDa) (Figura 6A, inserto). Analogamente a lo obtenido en la separacion por
Sephadex-G75, obtuvimos 2 picos. El Pico | representa una proteina de peso molecular >200 kDa,
mientras que el Pico eluye con un tiempo de retencion correspondiente a una proteina de ~60
kDa, segln la calibracion interna. El analisis electroforético mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras (Figura 6B) muestra que el Pico I, correspondiente a una proteina que en solucion
posee un peso molecular >200 kDa, migra como una Unica banda de 22 kDa, indicando que se
trata de un homooligébmero de, al menos, 9-10 subunidades. Por su parte, el Pico Il se comporta
hidrodinamicamente como una proteina de ~60 kDa y migra en la electroforésis reductora como

una banda Unica de 66 kDa.

Estos picos proteicos fueron colectados y la identificacion inequivoca del Pico | como Prx Il de
GR se realiza por espectrometria de masa de los fragmentos tripticos (Figura 6C). Por otro lado,
tomando en conjunto los resultados obtenidos para el Pico 2, es de esperar que se trate de un
mondémero de 66 kDa , el cual es dificil de asignar ya que dentro del proteoma citosolico del
eritrocito humano no existen proteinas monoméricas de 66 kDa [127]. Resultados preliminares de
MALDI-TOF indican que podria tratarse de la albumina sérica humana (HSA, datos no mostrados),
que presenta una concentracion plasmatica de 42 g/L [128]. Existen trabajos en los cuales se
estima que se unen 10° moléculas de HSA por GR, las cuales, ademas de cumplir un importante
rol en la homeostasis del GR [129], serian suficientes para cubrir casi por completo la superficie

externa del eritrocito [130,131].
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Figura 6. Identificacion de Prx por cromatografia de exclusion molecular y espectrometria de masa.
A. Cromatografia de exclusion molecular (SEC) por HPLC de la muestra eluida de la DEAE-Sephaorsa (carril
3, Figura 4). Inserto: Calibracion de la TSK G2000SW, con glucosa oxidasa (180 kDa), BSA (66 kDa) vy
citocromo ¢ (12 kDa). B. Electroforesis de los Picos | y Il de la SEC de la parte A. C. Identificacion por
espectrometria de masa MALDI-TOF de la digestion triptica del Pico |. Se muestra la secuencia de la Prx
(Prx1, P32119) y la identificacion de los fragmentos de mayor intensidad.

4.2 CONCLUSION OBJETIVO ESPECIFICO 1

De esta primera etapa podemos concluir que en solo dos pasos cromatograficos es posible
purificar una actividad peroxidasa dependiente de tioles, y que puede demostrarse que se trata
de la Prx Il de GR (codigo 1QMV en NCBI). La enzima se purifica en condiciones reductoras
mediante el agregado de concentraciones mM de DTT a los amortiguadores, y se obtiene en
solucion como oligbmero activo de peso molecular >200 kDa. El proceso de purificacion logra
separar la Prx de la HSA, la cual se adsorbe a los GR y parece copurificar en la primer etapa. El
uso de una etapa de cromatografia de exclusion molecular como método para purificacion fue
realizado en escala analitica y su escalado a una escala preparativa, necesario para obtener

mayores cantidades de muestra pura, ha dado resultados prometedores. Sin embargo, requiere



optimizar condiciones de flujo y composicion de la fase mdvil, asi como estudiar en mas detalle
la dinamica de la oligomerizacion de la Prx en funcion del pH y fuerza ionica, ya que de una

correcta interpretacion de su estado oligomérico depende la validez de este método.

4.3 ACTIVIDAD PEROXIDASA DE LA PRX

Las Prx reducen peroxido de hidrdgeno y/o peroxidos organicos a expensas de un tiol reductor,
que en el caso de las 2-Cys Prx de mamiferos, es la proteina de 12 kDa Trx, la cual es
subsecuentemente reducida por la flavoenzima TR en una manera dependiente de NADPH. El
ciclo completo, esquematizado en la Figura 7, muestra que la estequiometria de esta reaccion
es de un mol de NADPH oxidado por mol de H,0, reducido. En ausencia del sistema reductor
(Trx, TR y NADPH) la Prx es capaz de reducir H,0, a expensas de sus tioles reducidos y DTT
(como se muestra en la Figura 5), pero su eficiencia es mucho menor y es mas proclive a una

rapida inactivacion por sobreoxidacion [121]

NADPH TRred TI'X-SZ K PrX,—ed H202

NADP” TRox Trx-(SH), Prxox H,O

Figura 7. Esquema de la reduccion de H,0, dependiente de NADPH por el sistema Prx, Trxy TR

En presencia del sistema completo, la Prx consume cataliticamente H,0, y es posible seguir la
cinética de esta reaccion a partir de la desaparicion de NADPH a 340 nm. Para estos
experimentos, es importante ajustar las concentraciones de las enzimas acopladas Trx y TR de
manera que las reacciones en las que ellas participan no sean el paso limitante de la velocidad y
que la Prx se encuentre trabajando en su maxima eficiencia catalitica [34,120,121]. En la
Figura 8 se muestra un experimento representativo en donde se puede ver el consumo de NADPH
correlativo al de H,0,, en funcién del tiempo. En los insertos de la Figura 8 se presentan los
resultados que muestran que en este disefio experimental la velocidad aumenta linealmente con
la concentracion de la enzima Prx usada y es independente de la concentracion de TRy Trx. En
estas condiciones es posible determinar el Ky de la Prx para el H;0,. Sin embargo, como
podemos ver en la Figura 8, se observan valores de V. aln a concentraciones bajas de H,0,.

Los resultados obtenidos a concentraciones de H,0, menores a 5 UM presentan curvas bifasicas



que indican agotamiento del sustrato H,0, (datos no mostrados), sugiriendo que la enzima aln se
encuentra trabajando en condiciones de saturacion, es decir, varias veces por encima de su Ky.
Esto impone una limitante técnica para medir velocidades iniciales de la reaccion, identificada
previamente por otros autores [41], ya que concentraciones de H,0, menores a 1 uM producen
cambios de absorbancia a 340 nm en el limite de deteccion de la mayoria de los

espectrofotometros (~0.006 UA).
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Figura 8. Reduccion de H,0, por la Prx en presencia del sistema Trx-TR. La actividad peroxidasa fue
ensayada siguiendo la oxidacion de NAPDH en presencia de Trx y TR de E.coli. En las condiciones del
ensayo, la velocidad fue proporcional a la concentracion de enzima Prx (derecha, arriba). A partir de la
medida de velocidad a concentraciones crecientes del sustrato H,0, (derecha, abajo) se puede ver que el
Kw de la Prx para el H,0, es menor a 5 uM.

Para confirmar la suposicion de que nos encontrabamos frente a un Ky menor al que podiamos
detectar acertadamente por este método, optamos por realizar simulaciones con el programa
Gepasi [122]. El registro de absorbancia a 340 nm vs tiempo fue convertido, asumiendo una
estequiometria 1:1, a un registro de consumo de H,0, en funcion del tiempo. Definimos el

modelo cinético de la reaccion en dos lineas:

E+S—* SES Ecuacién 9
ES—2 SsE+P Ecuacién 10

Donde la Ecuacion 9 representa la reaccion de la Prx con el sustrato peroxido
(Prx+H,0, - Prx —SOH)), y la Ecuacion 10 su reduccioén por Trx en condiciones no limitantes

(Prx —SOH — Prx ). La Figura 9 muestra los resultados experimentales de una corrida con



90 nM Prx, 4 pM Trx, 0.1 pM TR y 3.85 pM H,0,. Tomando estos valores como condiciones
iniciales, se defini6 el sistema cinético en el Gepasi, segin se indico, con k; = 0 (reaccion
irreversible) y un valor de k; (k) de 0.691 s, obtenido seglin &, = Vmax/[Prx], donde el valor
de Vi se calcula de la pendiente inicial de los datos experimentales presentados en la Figura 9,
por lo que k,, =0.0622x10°M 's™ /90x10™° M =0.691s"". Se realizaron simulaciones variando

el valor de ki de manera de obtener Ky entre 0,01 y 1 pM. Como se puede ver en la Figura 9, el
valor de Ky que mejor ajusta el modelo a los datos experimentales es el de 0,1 pM, lo que

sustenta la hipotesis de que la Prx tiene un bajo Ky para el H,0,.

Figura 9. Reduccion de H,0, por la Prx y simulaciones por computadora. En la figura se muestra el
registro del consumo de 3.58 pM H,0, por la 90 nM Prx a expensas del sistema completo Trx, TR y NADPH
(o). Como se indica en el texto, los trazos continuos muestran las simulaciones con Ky de 0.01, 0.1, 0.2,
0.5y 1 uM, considerando Viax = 0.0622 uMs™", 90 nM PRX y kcae = 0.691 57

A raiz de estos resultados, recurrimos a otra estrategia para medir la actividad de la Prx, basada
en el espectro de fluorescencia diferencial de la Trx oxidada y reducida. Esta observacion,
publicada por Holmgren hace mas de tres décadas [123], nos permite disefiar un experimento en
el cual el consumo de H;0, por la Prx sea seguido a partir del cambio en la fluorescencia
intrinseca de la Trx que resulta al reducir la Prx oxidada. La Figura 10A se puede ver la pérdida
de intensidad de fluorescencia que se registra en el espectro de emision de la Trx, excitada a
280 nm, como consecuencia de su oxidacion. En la Figura 10B se muestra una corrida

representativa, con 2.8 pM Trx, 20 nM Prx y 1.2 pM H,0,, siguiendo el cambio en la emision de



fluorescencia ( Aexc = 280 Nnm, Aery = 340 Nnm ) en el tiempo. Como se muestra en la Figura 10D, la
velocidad de la reaccion determinada en estas condiciones es proporcional a la concentracion de

Prx y la velocidad aumenta hiperbdlicamente con la concentracion de H,0, (Figura 10C), de

donde se puede determinar el Ky

H202 bara la enzima.
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Figura 10. Determinacion de parametros cinéticos de Prx por fluorescencia. En A se muestra el
espectro de emision de 2.8 pM Trx(SH); (-) o 2.8 puM Trx(S), (-), excitada a 280 nm. En B se muestra la
caida en la emision de fluorescencia a 340 de 2.8 pM Trx(SH),, excitada a 280 nm, como consecuencia de
la descomposicion de 1.2 pM H,0, por 20 nM Prx, en amortiguador a pH 7.4, 22°C. C, De la pendiente
inicial de experimentos como el mostrado en B obtenemos la actividad Prx, expresada como AF/s, para
diferentes concentracion de H,0,. En rojo se muestra el ajuste de los datos a una hipérbola rectangular,
de donde sacamos los valores de Ky y Vinax, discutidos en el texto. En D se muestra que a la concentracion
de Prx escogida para realizar los experimentos mostrados en C (20 nM, indicada con una flecha), la
actividad Prx medida aumenta linealmente al aumentar la concentracion de enzima.



4.4 CONCLUSION OBJETIVO ESPECIFICO 2

La Prx purificada a partir de GR humano cataliza la reduccion de H,0, a expensas de NADPH con
el sistema Trx - TR de E.coli. Si bien por los métodos utilizados ain no se pudo determinar los
parametros cinéticos con exactitud, los resultados preliminares obtenidos por la técnica de
fluorescencia, resumidos en la Tabla 2, nos permiten calcular una eficencia catalitica (kcat/Km)
de - 1.1 x 10°M7s™.

K202 0.73 + 0.37 pM
kcat 0.8 * 0.1 S-1
Vimax 3.4+ 0.3x10% Ms™

4.5 REACCION DE LA PRX CON PEROXINITRITO

Tanto el peroxinitrito anion (ONOO™) como su acido conjugado (ONOOH) son potentes oxidantes,
que pueden conducir a oxidaciones por 1 o por 2 electrones de diferentes moléculas blanco. El
peroxinitrito es relativamente estable a pH alcalino, pero se descompone rapidamente a NOs™ a
medida que se acidifica el pH, siguiendo un decaimiento exponencial con una constante de
velocidad (k) de 0.26 s" a pH 7.4, 25°C o de 0.9 s a pH 7.4, 37°C [68]. El mecanismo por el cual
es peroxinitrito se isomeriza a NOs;™ ha sido motivo de debate desde comienzos de los estudios
sobre la quimica de esta molécula, pero el mecanismo mas aceptado propone una homodlisis a
nivel del enlace peroxilo, la cual conduce a la formacion inicial de un par radicalar "OH y ‘NO,
contenidos dentro de una caja de solvente [68], los cuales pueden recombinar en la caja para
dar nitrato o difundir como radicales (Figura 2, via lll). A partir de reacciones de competencia,
se ha estimado que a pH 7.4 y 37°C, un minimo del 70% del ONOO™ se isomeriza a NO3". Dado que
los radicales secundarios ‘OH y °NO, producidos por la homdlisis de peroxinitrito -que pueden
llegar a ser el 30% del peroxinitrito total- poseen su propia reactividad quimica oxidativa, las
reacciones de oxidacion dependientes de peroxinitrito pueden clasificarse en reacciones
directas, dependientes del peroxinitrito (protonado o no) en si mismo, y reacciones indirectas,

dependientes de especies derivadas del mismo.



Desde el punto de vista cinético, las reacciones directas pueden diferenciarse de las indirectas,

ya que mientras que los blancos de oxidacion directa conducen a un incremento en la velocidad

de descomposicion de peroxinitrito (k,,, =k +k, x[blanco], donde k; es la constante de reaccion

obs
de segundo orden entre el peroxinitrito y la molécula blanco), mientras que las reacciones

indirectas (a expensas de radicales derivados de la homdlisis del peroxinitrito) no alteran la
constante observada de descomposicion del mismo (%, =k), siguiendo una cinética de orden

cero respecto al blanco [68].

En sistemas biologicos una de las reacciones directas mas importantes del peroxinitrito es la
reaccion con CO,, dada la constante de velocidad de esta reaccion (k, = 4.6 x 10° M's™" a pH 7.4
y 37°C ) y la concentracion milimolar alcanzada por el CO, en medios biologicos [132]. La
reaccion conduce a la formacion inicial del aducto anién nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,), el
cual posee una vida media extremadamente corta y una reactividad que se debe principalmente
a su descomposicion por homolisis para dar el par de radicales: anion carbonato CO;"” y "NO,
[133,134]. El otro blanco biolégico prioritario del ONOO™ son los grupos tiol. La oxidacion directa
mediada por peroxinitrito de compuestos con grupo tiol tales como el aminoacido cisteina y el
residuo de cisteina de la albumina sérica bovina fue descrita por Radi y colaboradores en 1991
[65]. En dicho trabajo se establece que el peroxinitrito oxida directamente compuestos con
grupos tiol en un proceso de oxidacion por dos electrones, que conduce en primera instancia a la
formacion del derivado sulfénico de dichos tioles, el cual en presencia de un segundo grupo tiol
accesible conduce a la formacion del correspondiente disulfuro, siendo la estequiometria global

de la reaccion dos tioles oxidados por molécula de peroxinitrito.

Si bien los tioles de bajo peso molecular reaccionan con el peroxinitrito con velocidades del
orden de 10° M's" [135] que son, en general, superiores a las que poseen con otros peroxidos,
varias proteinas poseen grupos tioles que reaccionan con peroxinitrito con constantes de

velocidad inusualmente altas, del orden de 10°- 10" M's™

, a pH 7.4 [62]. A modo de ejemplo,
podemos mencionar las enzimas gliceroaldheido 3-fosfato deshidrogenasa [136], la creatina
quinasa [137], tirosina fosfatasas [138] y la Prx bacteriana AhpC [61]. Estas enzimas poseen en
comUn un el tener un bajo pK del grupo tiol lo cual, segin lo propuesto por Trujillo y
colaboradores [135] podria explicar, al menos en parte, la alta reacctividad de estos tioles con
ONOOQ'. La Prx de GR, por su parte, es de esperar que posea una reactividad con ONOO™ similar a

la de la AhpC y de otras 2-Cys Prx [61,62,63,64,71].



Con la intencion de determinar la constante de velocidad de la reaccion directa entre el ONOO'y
la Prx realizamos, en una primera instancia, cinética de descomposicion del ONOO™ en ausencia o
en presencia de concentraciones crecientes de Prx reducida (Figura 11). Dada la corta vida
media del ONOO™ a pH 7.4, la cinética se realizo por espectrofotometria de flujo detenido a 310
nm, donde la absorbancia de la Prx es varias veces menor que a 302 nm (Anax de absorcion del
ONOO’). La velocidad de descomposicion (ko) del ONOO™ a pH 7.4 se puede calcular de la
pendiente de los primeros milisegundos y, como podemos ver en la Figura 11 (trazo azul), el
agregado de Prx determina un incremento en la velocidad de descomposicion del ONOO-. A
partir de determinar kq,s para diferentes concentraciones de Prx podemos obtener el valor de k,,
graficando k.ps Vs [ONOO™]. Sin embargo, en nuestro caso no fue posible dado que la reaccion
aparentaba ser demasiado rapida y, a pesar de estar trabajando en un equipo de cinética rapida

perdiamos los tramos iniciales de reaccion, necesarios para obtener el valor de Kops.
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Figura 11. Reaccion directa de la Prx

con peroxinitrito. La reaccion directa de
la Prx reducida con ONOO" fue ensayada
por espectrofotometria con accesorio de
flujo detenido, segin se indica en
Materiales y Métodos. En la figura se
muestra la descomposicion de ONOO- en
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Esto nos impuso, nuevamente, una limitate técnica. Si bien no fue posible obtener un valor de k,
a partir de los experimentos detallados anteriormente, estos resultados indicaban una
reactividad alta entre la Prx y el ONOO™ alta, con una k; del orden de 10°M's™". Para sortear esta
limitante, optamos por la determinacion de k, por métodos de competencia con
manganoporfirinas, cuya reactividad con ONOO™ se conoce [124,139,140]. La porfirina de
manganeso Mn"'TM-4-PyP es oxidada por ONOO™ a su forma O=Mn" con k; = 2 x 10° M's™ a 25°C
[124] y dicha oxidacion se puede seguir espectrofotométricamente por la caida en la absorbancia

a 462 nm correspondiente a la especie Mn"

. La presencia de un segundo blanco para el ONOO™ en
la mezcla de reaccion, en este caso la Prx reducida, determina que la reactividad del mismo se
reparta entre estos blancos y lo hara en funcion de las constantes de reaccion con cada uno. La
oxidacién de una concentracion de Mn""TM-4-PyP por ONOO™ en ausencia de Prx es dependiente

de la k, para esta reaccion. En presencia de Prx reducida, un segundo blanco para el ONOQ", el



total de la Mn""TM-4-PyP oxidada por igual concentracion de ONOO™ sera menor que en ausencia
de la Prx (Figura 12A). De esta manera, para cada caso podemos definir el porcentaje de
oxidacion (PO) de la porfirina como:

PO AAbs 4, en presencia de Prx

= : x100 Ecuacién 6
AA4bs , en ausencia de Prx

valor que sera 100% en ausencia de Prx reducida y que decrece a medida que aumentamos la
concentraciones de enzima. Por lo tanto, el porcentaje de inhibicion de la oxidacion (Pl = 1 -
PO), se incrementa al aumentar la concentracion de Prx y puede ser ajustado a una funcion

hiperbolica del tipo

ax
b+x

PI=1-PO= Ecuacién 7

donde a corresponde al porcentaje inicial de oxidacion de la porfirina por ONOO™ (PO = 100%, en
ausencia de enzima que compita por el oxidante) y b corresponde a la concentracion de Prx que
inhibe en un 50% el porcentaje inicial de oxidacion (PO = 50%) de esa concentracion de porfirina
por esa concentracion de ONOO™ (Figura 12B). De esta manera, obtenemos un valor de [Prx] que
representa una situacion donde el 50% del oxidante oxida la Mn""TM-4-PyP y el otro 50% a la Prx
reducida. Es decir, ambos blancos compiten de manera que:

J ONoO" « [Mn MM - 4 - PyP] = kN x [Prx] Ecuacion 8

Mn"'"TM-4-PyP

ONOO~
Prx

lo cual permite el calculo de la % [63]. A partir de este procedimiento, que ya ha sido

aplicado con éxito para otras 2-Cys Prx [62,63], obtenemos que (ver Figura 12B) el valor de k, es

KO0 o e X M TM —4— PyP]

kONOO’ U Ma™TM-4-PyP

Prx - [Pr X]

Ecuacion 11

2x10°M s x 5x10°°M

- =9.6x10°M s
1.04x10° M

El valor de k; obtenido (9.6 x 10° M"'s™") para la reaccién entre la Prx y el ONOO™ se haya dentro
del rango de los resultados obtenidos por otros autores (10°-10’M"'s™) [61,62,63,64,71] (Tabla 3),
pero es probable que esté sobredimensionado como consecuencia de que la estimacion de la
concentracion de Prx que produce el 50% de proteccion se realizé en base a pocos puntos (Figura
12B).
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Figura 12. Cinética de la reaccidon con peroxinitrito por ensayos de competencia. En A se muestra la
oxidacion de 5 pM  Mn""TM-4-PyP por 2 pM ONOO™ en ausencia o presencia de concentraciones crecientes
de Prx (0-49.7 pM). La constante de reaccion de segundo orden (k,) de 1.84 x 10° M's™ a 25 °C entre la
Mn""TM-4-PyP y el ONOO™ se obtuvo en el mismo experimento (datos no mostrados). En B se grafica el
porcentaje de inhibicion de la oxidacion de Mn""TM-4-PyP por ONOO™ (PI) en presencia de las diferentes
concentraciones de Prx, seglin se explica en el texto, y los datos se ajustan a una funcion hiperbolica de
donde se calcula la concentracion de Prx que inhibe un 50% (b).

La reaccion de la Prx por ONOO involucra la oxidacion de sus tioles, con la consiguiente
formacion de disulfuros, como se puede observar en la electroforésis desnaturalizante
presentada en la Figura 13. En ausencia del reductor de disulfuros B-mercaptoetanol (carriles 6-
8) se puede observar que la oxidacion de la Prx reducida por concentraciones crecientes de
ONOO" conlleva la desaparicion de la banda que corresponde al monomero, y la subsiguiente
formacion de dimeros. Estos dimeros son reducible por B-mercaptoetanol, como se puede
observar en los carriles 2-4 de la Figura 13. La oxidacion y formacion de dimeros se puede
observar a partir de relaciones Prx: ONOO™ de 1:0.5, estequiometria coincidente con que cada
molécula de ONOO™ oxida 2 tioles, como comentamos anteriormente. Esto se ha visto para tioles
de bajo peso molecular cuando se encuentran en concentraciones altas, ya que el intermediario
sulfénico formado, por lo general altamente reactivo, reacciona con otro tiol para formar un
disulfuro y rendir dos moles de tiol oxidado por mol de oxidante [65]. Por su parte, la oxidacion
de tioles proteicos también determina la formacion de un intermediario sulfénico [33], el cual
puede tener varios destinos dependiendo del contexto en que se forme. En el caso de la HSA
[141] o de las 1-Cys Prx cuya reactividad con ONOO™ ha sido estudiada [142], la ausencia de un
segundo tiol en las cercanias del tiol oxidado determina que el sulfénico formado sea
relativamente estable y se pueda detectar por técnicas espectrofotométricas. Por su parte, la
presencia de otro tiol reducido en las cercanias del tiol oxidado a sulfénico, como se puede
observar en las 2-Cys Prx, determina la condensacion de estos a un disulfuro [37,38] [143]. Es
interesante notar que la oxidacion de la Prx con un exceso de 10 veces ONOO™ conlleva a la
formacion en cantidades equivalente de la especie dimérica unida por disulfuro y de una especie
monomérica, que suponemos sobreoxidada (Figura 12C, carriles 9 y 10), como se ha identificado

en otros casos [142].
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Figura 13. Dimerizacion de la Prx por oxidacion por peroxinitrito y sobreoxidacion. La Prx reducida fue
oxidada con concentraciones crecientes de ONOO- y sembrada en un SDS-PAGE 12%, con (+) o sin (-) B-
mercaptoetanol. Tincidn con nitrato de plata.

4.6 CONCLUSION OBJETIVO ESPECIFICO 3

Se pudo determinar una constante de reaccion de ONOO™ con la Prx purificada de GR de k;= 9.6
x 10° M's™ a 25 °C, valor comparable al obtenido para otras 2-Cys Prx tipicas [61,62,64]. Los
experimentos de velocidades iniciales parecen estar comprometidos por la alta reactividad de la
enzima con el oxidante, motivo por el cual consideramos necesario explotar la técnica de
competencia con porfirinas de manganeso que son faciles de seguir espectrofotométricamente,
de k; conocidos y en el orden de reaccion de las Prx. La oxidacion con un exceso molar de 10
veces ONOO" frente a Prx determina la formacion de especies que migran como monoméros en la
electroforesis desnaturalizante. Podemos suponer que estas especies constituyen formas
sobreoxidadas de la Prx (Cp-SO;H o Cp-SO3H), cuya Cp no puede condensarse con la Cr adyacente.
La sobreoxidacion por H,0, de Prx se ha visto en las 2-Cys Prx [120,144] y es revertida
enzimaticamente por sestrinas [55] o sulfiredoxinas [54], sin embargo no ha sido reportada
anteriormente como consecuencia de la oxidacion por ONOO" y debe ser confirmada [145,146].
Es importante notar que la Prx Il de GR fue cristalizada como decamero en su forma
sobreoxidada [38] y presenta un cambio estructural en la region de Cp que podria justificar su

imposibilidad para formar el disulfuro Cp-Cg [39].



Prx Tipo Organismo ky M's™) condiciones Ref.

Ahp C Z'tciﬁczrx Salmonella thyphimurium ~ 1.51(20.04) x 10° pH 7.0 [61]
Ahp C z-tciﬁczrx Helicobacteria pylori 1.33 (£0.08) x 10° bH 7.0 [61]
Ahp C z-tciﬁczrx Mycobacterium tuberculosis  1.21 (£0.05) x 10° bH 7.0 [61]
METPx 2;{;}.2" Mycobacterium tuberculosis 1.5 x 107 pH 7.4, 37°C [63]
ThcTXNPX Z'tcigf?czrx Trypanosoma brucei 9.0 (+1) x10°  pH 7.4, 37°C [62]
ThcTXNPX Z'tcigf?czrx Trypanosoma cruzi 7.2 (:0.6)x 10°  pH 7.4, 37°C [62]
Prx V Zilysisarx Homo sapiens 7 (£3) x 107 pH 7.8 [71]
TPxi z-tcigicr;rx Plasmodium falciparum 1.0 x 10° pH 7.4, 37°C [64]
TPxi z-tcigicr;rx Plasmodium falciparum 4.0 x 10° pH 7.4, 25°C [64]

4.7 DISCUSION GENERAL

El trabajo abarco la purificacién y caracterizacion cinética de la 2-Cys Prx de GR Prx Il. La
purificacion de la enzima fue optimizada a tan solo dos pasos de cromatografia. Se obtuvieron
valores preliminares para los parametros cinéticos Vm.x Y Ky, que nos permiten indicar que se
trata de una enzima con un Ky"% del orden de 1 pM (0.73 + 0.37 pM) con una eficiencia
catalitica de ~10° M's™. Por su parte, los resultados preliminares de reactividad con ONOO
indican una k, de ~10° M's™, lo que posiciona a esta enzima, junto con otras 2-Cys Prx, dentro

del rango de proteinas que presentan reactividades mas altas con ONOO'".

Como comentamos brevemente en la introduccion, la actividad peroxidasa de esta enzima
parece jugar un rol central en las defensas antioxidantes del GR, y es necesario conocer sus
parametros cinéticos para poder integrarla como tal. Por su parte, el destino del ONOO™ formado
en el torrente sanguineo esta profundamente afectado por la circulacion de eritrocitos, que
forman el 40-45% del material circulante y constituyen un sumidero de ONOO", en especial por su
alta concentraciéon de Hb y la alta constante de reaccion del ONOO™ con ella (1.7 x 10* M's™
[66]). Como plantea el trabajo de Romero y colaboradores [66,67,76], si bien en el
compartimento intravascular la difusion de peroxinitrito hacia el GR compite con otras rutas que
lo consumen, mayoritariamente difunde hacia dentro del GR donde reacciona con HbO, para

determinar su isomerizacion a NOs’, y formacion secundaria de 0, [66].
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Figura 14. Esquema de la reactividad del peroxinitrito en eritrocito. Adaptado de [75]

En este marco, la reaccion del ONOO™ dentro del GR deriva el potencial oxidativo del ONOO
hacia la formacion de un oxidante menos potente pero mas difusible, como ser el H,0, que se
produce de la desproporcionacion espontanea o catalizada de este O,"", lo que constituiria una
fuente de H,0, adicional a la autooxidacion de HbO, [73], haciendo mas necesaria aun la
presencia de enzimas capaces de detoxificarlo. Es importante destacar que la detoxificacion de
éste peroxido de hidrogeno formado, que suponemos en rangos de concentracion de nM alto a
UM bajo, no recaera en la catalasa dado que se trata de una enzima notablemente ineficiente a
concentraciones de sustrato bajos [49]. Por otro lado, la presencia de una enzima como la Prx Il
en el citosol del GR, en una concentracion de 240 pM [90] y, segln nuestro trabajo, con una
constante de reaccidon con el ONOO™ de ~10° M's™, hace necesario replantear la reactividad de
este oxidante dentro del GR ya que, como se esquematiza en la Figura 14, es posible que ambos
blancos -Hb y Prx- compitan en condiciones similares por el ONOO". Si bien existe debate acerca
del mecanismo por el cual la reaccion del peroxinitrito con la Hb conlleva a la formacién de

MetHb y NO;, asi como del tipo y cantidad de productos minoritarios que se forman [67], es



sabido que la Unica proteina afectada es la Hb y que las modificaciones oxidativas que ella
reciba son puntos finales en la reaccion del ONOO'. Por el contrario, y como quedo planteado en
la introduccion, el rol de la Prx Il en la fisiologia del GR parece ser mas complejo que el de una
simple peroxidasa. Por lo tanto, si bien es necesario seguir avanzando en la caracterizacion de
las propiedades cinéticas de la Prx Il asi como de su reactividad con ONOO™, seran necesarios
avances reales en el area de la fisiologia del GR para poder comprender la funcionalidad de esta

enzima.
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