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Resumen

La paradoja de la vida en aerobiosis es que el mismo O; que respiramos puede resultar tdxico y
terminar generandonos dafio. Hoy sabemos que la accién de oxidantes en los organismos
aerobios no es exclusivamente dafiina, de hecho, necesitamos un flujo bajo y constante para
funcionar fisiolégicamente. Dentro de estos oxidantes, el perdxido de hidrégeno (H20:) se destaca
como molécula sefializadora por su estabilidad, capacidad de difundir por membranas bioldgicas
y ser disparador de distintos procesos fisioldgicos. Por lo tanto, en el metabolismo del H,0; tiene
qgue haber mecanismos para disminuir todo aumento que represente un peligro y al mismo
tiempo permitir niveles necesarios para inducir eventos de sefalizacion. Si bien varios
componentes del sistema antioxidante son capaces de reducir el H,03, las peroxirredoxinas (Prx)
se destacan por su especificidad, reactividad y abundancia. Las Prx son enzimas ubicuas que
catalizan la reduccion de una variedad de peréxidos mediante la excepcional reactividad de su
cisteina “peroxidatica” (Cp). Dentro de esta familia, las AhpC/Prx1, tienen una cisteina de sitio
activo adicional, llamada “resolutiva” (Cr), que reacciona con la forma oxidada de Cp para generar
un disulfuro intermolecular, que es reducido por el sistema tiorredoxina (Trx) a expensas de
NADPH. Ademas, tienen una estructura cuaternaria que consiste en un arreglo de homodimeros
gue forman un decamero (o dodecamero), cuya estabilidad depende del estado de oxidacién de
sus cisteinas de sitio activo. El hecho de ser ubicuas y de participar en procesos fisiolégicos
relacionados con el H,0,, colocaron a estas Prx en el foco de las investigaciones en sefializacion
redox. En este contexto, se las destaca por su capacidad de transferir la oxidacién desde el H,0>
a cisteinas en proteinas blanco de sefializacion, regulando su funcién.

La idea principal de este trabajo fue caracterizar ciertos aspectos del ciclo catalitico y dindmica
estructural de AhpC/Prx1, para entender las bases bioquimicas de su funcién en la sefializacion
por H203. Trabajamos con dos Prx humanas citosélicas (HsPrx1y HsPrx2) y evaluamos la reduccion
de su forma disulfuro con distintas Trx y reductores de bajo peso molecular, para lo cual se
desarrollé una metodologia especifica. Estudiamos la dinamica de oligomerizacién en distintas
condiciones mediante la implementacién del andlisis de tiempos de vida de emisién de
fluorescencia por fasores, e investigamos el efecto de alterar el equilibrio decdmero-dimero sobre
la cinética de oxidacion. Ademas, comenzamos a caracterizar la reaccion e interaccién de estas
Prx con las proteinas blanco de sefalizacién anexina A2 (ANXA2) y cistationina-B-sintasa (CBS).

Dentro de los resultados mas destacados, caracterizamos las interacciones en el complejo Prx-
Trx, donde observamos que los aminoacidos mas conservados son los mas importantes para su
formacién. Ademds, notamos que la reactividad de la cisteina nucleofilica de Trx (Cn) se vio
aumentada en el complejo ya que su tiolato queda menos expuesto al solvente y que el residuo
de triptéfano (W31) conservado en Trx tiene un rol estérico en la catdlisis. En cuanto a la
oligomerizacién, vimos que HsPrx2 forma decameros mds estables que HsPrx1 y que la fuerza
idnica y agentes desnaturalizantes, influyen en la distribucion de especies en el equilibrio. La
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cinética de la formacion del disulfuro aumenté hasta 10 veces cuando se desestabilizé al
decamero y disminuyé significativamente al estabilizarlo. Teniendo en cuenta el estudio con
blancos de senalizacidn, observamos que ANXA2 interacciona y reacciona con HsPrx2 formando
disulfuros mixtos. Por ultimo, el estudio de la influencia de HsPrx1 y HsPrx2 sobre la oxidacién de
CBS por H;0; sugiere que, si bien ambas Prx participan del proceso, HsPrx2 es la que mas
contribuye.

En conclusidn, las AhpC/Prx1 rednen caracteristicas claves para ser reguladores maestros del
metabolismo del H,0,. Su excepcional reactividad y su capacidad de transferir la oxidacién a
proteinas especificas, permite integrar la informacién de los niveles de H,02 a otros procesos
celulares. Ademas, su plasticidad estructural puede llevar a cambios en la reactividad que
permitan ajustar la respuesta al H,0; en distintas regiones subcelulares ante determinados
estimulos.
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1.1 Peroxirredoxinas

1.1.1. Breve resena historica

Descubrimiento

La nomenclatura de proteinas en el area de la bioquimica puede llegar a ser bastante confusa, ya
sea por nombres excéntricos, complicados, dificiles de recordar, o por casos en los que existen
multiples denominaciones para la misma molécula. Teniendo en cuenta que no existe un
nomenclator curado y que los autores usan la denominaciéon que les parece mas pertinente,
asociar un nombre con una proteina puede llegar a ser una tarea que requiera mas tiempo del
gue quisiéramos dedicarle. Sin embargo, hay ciertos casos en los que podemos llegar a
aprovechar este caos para poder entender la funcidon de la proteina. En el caso de las Prx, se
descubrieron en varios contextos biolégicos y fueron nombradas de forma distinta en cada

ocasion.

Fueron literalmente vistas por primera vez en 1969 por J. R. Harris?, en un estudio de proteinas
derivadas de fantasmas de eritrocitos. Aplicando técnicas de tinciéon de contraste negativo en
microscopia electrénica de transmision, Harris visualizd una estructura cilindrica hueca de 125 A
de didmetro y 170 de altura, compuesta por al menos cuatro anillos de una proteina que
denomind “torina” (por su forma toroide, ver Figura 1.1). La torina mostré tener una
estequiometria de 10 subunidades por anillo y fue definida como una proteina asociada a la
membrana eritrocitaria.

Electron beam

bt bt by

7

Figura 1.1. Primer hallazgo de Prx. En la figura de la izquierda se muestra parte de la micrografia de “torina” en
tincidn negativa. Abajo a la derecha se muestra una ampliacidn sobre una vista vertical del anillo, a la cual se le
superpuso el contorno del dibujo de la representacidon esquematica original del articulo, que se muestra a la
derecha. El esquema indica los patrones esperados segun la profundidad de la tincion. Extraido y modificado de
Harris et al.

Casi 20 afios después, en 1988, el grupo de Earl Stadtman aislé una proteina de levadura capaz
de proteger la actividad de la enzima glutamina sintetasa en mezclas que presentan un sistema
generador de especies reactivas del oxigeno y azufre, constituido por oxigeno (0z), hierro férrico
(Fe3*) y dadores de electrones con grupos tiol (RSH) como el ditiotreitol (DTT) o el glutatién (GSH)?.
En este trabajo se realizé una extensa caracterizacidn bioquimica en la que se estudié por primera
vez la funcidn antioxidante de Prx, que fue vinculada inicialmente a la proteccion contra especies
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reactivas en presencia de tioles, por lo que la proteina recibio el nombre de “thiol-specific
antioxidant” (Tsa). Ademas, estimaron el peso molecular de la subunidad de Prx (27 kDa) y
observaron por cromatografia de exclusion molecular una distribucidon de especies con un pico
mayoritario de alrededor de 500 kDa. Teniendo en cuenta la estequiometria planteada por Harris
20 anos atras, esta especie equivaldria aproximadamente a un cilindro mas corto de torina de dos
anillos apilados.

Practicamente en paralelo (1989), el grupo de Bruce Ames encuentra una proteina de 22 kDa en
Salmonella typhimurium y Escherichia coli, como parte de los genes de respuesta al estrés
inducido por perdxido de hidrogeno (H,0,)3. Esta proteina era capaz de reducir hidroperéxidos
organicos (hidroperéxido de cumeno, en este caso) a sus respectivos alcoholes a expensas de
dinucledtidos de nicotinamida y adenina (NADH), a través de una flavoenzima. La proteina recibio
el nombre de alquil hidroperoéxido reductasa C (AhpC) y la flavoenzima reductora fue denominada
AhpF. Este trabajo marcé un hito en el estudio de peroxidasas independientes de grupo hemo y
glutation.

En los afos siguientes surgieron trabajos donde se encontraron a estas proteinas de alrededor de
25 kDa relacionadas a distintas funciones en diversos contextos bioldgicos. El primero fue en
1989, cuando un grupo japonés reporta el clonado de un gen tipo “house-keeping”
especificamente sobreexpresado en células de eritroleucemia murina, al cual se llamé MER5%. El
ARN mensajero de este gen demostro estar relacionado con los niveles de ARNm de las globinas
durante la diferenciacidn celular de la linea eritroide. Otro trabajo a destacar es el de Plishker,
gue descubrio una proteina abundante del citosol del glébulo rojo, capaz de modular la actividad
de canales de potasio (K*) dependientes de calcio (Ca?*)>®. Esta proteina, que se denomind
calpromotina, presentd el peso monomérico esperado para Prx, una distribucion de especies de
alto peso molecular y una funcién sensible a agentes alquilantes de tioles. En 1993, Hungyi Shau
y colaboradores purificaron una proteina del citosol de eritrocitos de caracteristicas estructurales
idénticas a la calpromotina, capaz de activar a las células natural killer (NK) para destruir células
cancerigenas y recibié el nombre de “natural killer enhancing factor” (NKEF)’. También vinculado
a la funcion inmune, otro grupo japonés identificd una proteina homdloga a AhpC cuyos niveles
de expresion en macréfagos peritoneales de ratdn aumentaba ante el estrés inducido por
peroxido de hidrogeno y agentes alquilantes, la cual fue llamada “macrophage stress protein 23”
(MSP23)8.

Poco después, el grupo de S. G. Rhee logré unir las piezas del puzle entre los hallazgos de los
trabajo de Stadtman y Ames y descubrieron que la Tsa pertenecia a la misma familia de proteinas
que la AhpCy que era en realidad una peroxidasa dependiente de NADPH?®. En este caso el sistema
reductor de la peroxidasa de levadura estd compuesto por la tiorredoxina (Trx) y tiorredoxina
reductasa (TR) y fue renombrada tiorredoxina peroxidasa (TPx). La entonces flamante TPx,
dependia de dos residuos de cisteina (Cys) para catalizar la reduccion de perodxidos: Cys40 y
Cys170. En este trabajo se postula por primera vez el ciclo catalitico de Prx, donde Cys40 es la que
reacciona primero con el perdxido, para luego formar un disulfuro con Cys170, siendo este ultimo
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reducido por Trx-TR a expensas de NADPH. En este trabajo también se elucidé que las Prx forman
un dimero unido por un enlace disulfuro en su estado oxidado, que es reducible por DTT. A raiz
de este resultado, se racionaliza por primera vez que la unidad catalitica es un dimero y que el
enlace disulfuro se forma entre Cys40 y Cys170 de mondmeros adyacentes. Finalmente, en 1994,
estos multiples descubrimientos decantan en el trabajo del grupo de S. G. Rhee donde se define
a la familia de las Prx!0. Aqui se reunié toda la informacién de las secuencias nucleotidicas
obtenidas para las distintas Prx identificadas hasta el momento, para formar un dendrogramay
comenzar con el proceso de clasificacion de los miembros de la familia.

Sin contar el avistamiento de Harris en 1969, el proceso de descubrimiento de las Prx ocurrié en
un periodo breve de 6 afios, donde distintos grupos intervinieron practicamente en paralelo. La
multiplicidad de nombres que recibieron y funciones que se le asociaron, rapidamente hicieron
destacar su importancia en la fisiologia celular. Podemos hacer el ejercicio de aprovechar los
distintos nombres para repasar caracteristicas clave de las Prx. De torina, sabemos que parte de
ellas poseen una estructura cuaternaria compleja compuesta por distintos arreglos de la misma
subunidad. Tsa, AhpC y TPx, representan la funcidon antioxidante y la actividad peroxidasa
dependiente de residuos de cisteina y a expensas de NAD(P)H. Los otros nombres (MER5,
calpromotina, NKEF, MSP23, entre otros''™3) son ejemplos de participacion en distintos procesos
fisioldgicos, ya sea directa o indirectamente. Al juntar esta informacién, podemos concluir que las
Prx son proteinas de estructura cuaternaria compleja que forman parte de la respuesta de los
organismos ante hidroperdxidos y, en ciertas situaciones, acoplan esta funcién a la regulacién de
procesos celulares.

Estado actual de la investigacion en Prx

El drea de investigacion en Prx naturalmente aumentd en tamano y complejidad desde 1994 hasta
el presente. En la Figura 1.2A se muestran el nimero de resultados por afio para la busqueda
“peroxiredoxin” cada cien mil publicaciones en la plataforma PubMed by Year, entre 1988 y 2024.
Se puede observar como el nimero de publicaciones incrementd exponencialmente desde 1994,
llegando a un maximo en el afio 2010, a partir del cual se nota un descenso sostenido hasta el
2022.
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Figura 1.2. Publicaciones en el area Prx. A. Resultado de la busqueda en PubMed de la palabra “peroxiredoxin”
dividido por el total de las publicaciones registradas por afio multiplicado por 10°. B. Porcentaje de publicaciones
con el término “peroxiredoxin” sobre el total de las publicaciones en bioquimica, genética y biologia molecular
por afio, para Uruguay y para los paises del top 5 mundial (ordenados de arriba hacia abajo)**.
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Independientemente de su descenso, ésta es un area de investigacidén activa con varios grupos a
nivel nacional e internacional que se han comprometido y aportado conocimiento muy valioso. A
nivel nacional se destacan los grupos del Laboratorio de Fisicoquimica Bioldgica de Facultad de
Ciencias, el Departamento de Bioquimica de Facultad de Medicina y el Institut Pasteur de
Montevideo, que son reconocidos por su profundidad en el conocimiento de estas enzimas y por
la calidad de los trabajos publicados. Ademas, el estudio de Prx actué como catalizador para que
estos grupos pudieran profundizar las investigaciones en bioquimica redox de tioles en cisteinas
proteicas. En la Figura 1.2B, se muestra el resultado de la busqueda en PubMed de la palabra
“peroxiredoxin” y el filtrado de los resultados por pais. En promedio y desde el afio 1994, Uruguay
produce alrededor de 10 veces mds publicaciones relacionadas con Prx sobre el total que
cualquiera de los paises del top 5 mundial en el area bioquimica, genética y biologia molecular.

A grandes rasgos podemos decir que los trabajos publicados en el area son de tres tipos: los que
aspiran a dilucidar el detalle molecular del funcionamiento de Prx; los que intentan responder
preguntas fisioldgicas por aumento o disminucion de niveles de Prx en distintas condiciones y los
gue tratan de tomar elementos de los dos anteriores para investigar el papel de Prx en procesos
celulares.

En un trabajo reciente de revision de la literatura en Prx que publicd nuestro grupo'®, repasamos
las publicaciones del periodo entre 2020 y 2022 donde se destacaron las relacionadas a la
fisiologia y biologia celular por su cantidad. Por otro lado, notamos relativamente pocas
publicaciones en lo que respecta a mecanismos moleculares de reaccién, bioquimica y biofisica.
Observamos que hay un gran conjunto de evidencia que involucra a las Prx en diferentes procesos
(desarrollo del cancer, respuesta inmune, desarrollo neural, entre otros), que termina dejando la
impresidon de que estas enzimas cumplen roles importantes practicamente en todo. Sin embargo,
muchos de estos trabajos no brindan informacidn suficiente del mecanismo. Por lo tanto,
concluimos que hace falta un acercamiento interdisciplinario donde los aspectos enzimoldgicos,
bioquimicos y biofisicos de estas enzimas sean incorporados a la hora de investigar su
participacién en la fisiologia.
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1.1.2. Evolucion y clasificacion

Evolucion a partir de Trx

Las Prx pertenecen a la suprafamilia de proteinas que presentan plegamiento tipo Trx. Esta
comprende una amplia coleccion de superfamilias con una gran variedad de funciones vy
estructuras. Todas ellas comparten uno o mas modulos del pequenio dominio Trx que consiste en
4 hebras beta intercaladas entre 3 hélices alfa (Figura 1.3). Las proteinas con plegamiento Trx
se encuentran en todos los organismos y cumplen roles importantes en la defensa antioxidante
(Trx, Grx, GPx, Prx), plegamiento oxidativo de proteinas (PDI, Dsb), metabolismo de xenobidticos
(GST) y maduracién de citocromos (CMP), entre otras (Figura 1.4A). No obstante, hasta el
momento, apenas el 5.6% de las proteinas con plegamiento Trx han sido manualmente anotadas
y asociadas con una funcion?'’.

A B

Figura 1.3. Nucleo basico de plegamiento Trx. A. Esquema topoldgico del plegamiento tipo Trx, las lineas
punteadas verdes indican los sitios de inserciones y extensiones a partir del plegamiento candnico. Los
rectangulos amarillos representan las Cys del motivo CxxC y el pentagono gris la cis-Pro. B.
Representacion de Trx1 humana (PDB: 3TRX) siguiendo el codigo de colores del esquema topoldgico, las
Cys de sitio activo y la cis-Pro estan representadas como varillas y esferas.

La funcidn candnica de Trx consiste en la reduccién de disulfuros proteicos mediante intercambio
tiol-disulfuro, a partir de un sitio activo de dos Cys del tipo CxxC donde la primera Cys esta ubicada
en el extremo N-terminal de una hélice alfa y es la encargada de realizar el ataque nucleofilico al
sustrato, formando un disulfuro mixto (i, Figura 1.4B). La segunda Cys, ubicada hacia el C-terminal
de la misma hélice, reacciona con el disulfuro (ii, Figura 1.4B) reduciendo al sustrato y generando
un disulfuro intramolecular en la enzima (iii, Figura 1.4B). Otro elemento clave del plegamiento
Trx es la presencia de una prolina en conformacion cis (cis-Pro) que se encuentra en el extremo
N-terminal de B3 (Figura 1.3) y estd mds conservado que la propia diada catalitica CxxC. Como se
representa en la Figura 1.4A, no todas las familias conservan el arreglo CxxC para ejercer sus
funciones, las variantes mas comunes son de Cys por Ser/Thr, en la primera o segunda posicion.
Curiosamente, una proporcién considerable de los miembros de esta suprafamilia (GST) ni
siquiera presentan Cys en la posicion correspondiente al motivo CxxC’.

19



CxxCHl

Cxx* @

*xxC @ ‘
Nd. B

W Trx
CxxC S(—r"\ 5o B ne B
P o) )
1 (=)
PDI [ s 5§ T "8
CxxC
A |:| Trx Sustrato Trx Sustrato
rsC reducida oxidado oxidada reducido
Cxx8/C .GST
B Grx Nd.

Cxx8/C

Figura 1.4. Filogenia y funcién candnica de la suprafamilia Trx. A. Dendrograma de la suprafamilia Trx extraido y
modificado a partir de Atkinson y Babbitt!’. Debajo de cada familia se indica el motivo tipico de sitio activo (Nd.
No determinado), las letras con fondo rojo representan los residuos en lugar de las Cys del motivo candnico.
Arriba a la izquierda, grafico de tarta de la proporcién de secuencias con los distintos motivos de sitio activo: CxxC
(56.8%), Cxx* (8.9%), *xxC (7.6%) y Nd. (23.3%). ArsC: arsenato reductasa. B. Esquema de la funcién candnica de
Trx.

Al igual que sucede con otras proteinas dentro de este plegamiento, se postula que las Prx
evolucionaron de un ancestro tipo Trx a partir de sustituciones, inserciones y extensiones sobre
la estructura candnica. Sin embargo, establecer estas relaciones evolutivas es una tarea compleja
debido a la gran divergencia que presentan las secuencias de ambas familias. Utilizando una
metodologia basada en la busqueda de secuencias proteicas que vincularan a Trx con Prx, Copley
y colaboradores® encontraron que la familia de las CMP es el eslabdn que las une evolutivamente,
debido a que presentan una relacion cercana con Trx a nivel de secuencia y una mas estrecha aun
con Prx a nivel estructural (Figura 1.5). Mas tarde, otro trabajo confirma el hallazgo de Copley,
utilizando una red basada en similitud de secuencia sobre un set de datos de 4082 secuencias y
159 estructuras, donde ademas se encuentra que las GPx también son intermediarios
estructurales entre Trx y Prx!’. El hecho de que las GPx sean estructuralmente mas cercanas a
CMP que las Prx (Figura 1.4A), permite plantear un escenario donde las GPx fueron las primeras
peroxidasas generadas a partir de cambios menores en el bloque estructural CMP, mientras que
mayores modificaciones llevaron a la aparicion de las Prx.
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Figura 1.5. Relaciones de estructura primaria y secundaria entre Trx, CMP y Prx. En el centro se esquematiza
la organizacion de elementos de estructura secundaria del plegamiento Trx candnico de N a C-terminal. En azul,
verde y naranja se representan los elementos estructurales adicionales en CMP y Prx y donde ocurren a nivel
del arreglo candnico. En los recuadros se alinearon las regiones donde se ubican los residuos mas conservados
del plegamiento Trx para CcmG de Bradyrhizobium japonicum (CMP), EcTrx y HsPrx2. Se colorearon las
posiciones mas conservadas segun la identidad fisicoquimica del residuo: apolar (gris), polar (verde), aromatico
(violeta), negativo a pH neutro (rojo), positivo a pH neutro (azul) y Cys (amarillo).

Las CMP presentan extensiones en el N-terminal y una insercién entre B2 y a2 respecto al
plegamiento Trx y conservan el sitio activo candnico junto con la cis-Pro. A diferencia de la Trx
gue tienen un amplio repertorio de sustratos, estas proteinas actian como disulfuro
oxidorreductasas para blancos especificos en las rutas de maduracién de citocromos, como el c'°
y el aa3%.

Las Prx, al igual que las CMP, presentan una extensién N-terminal y una insercion entre 2 y a2
del plegamiento Trx, pero, a diferencia de las CMP, pueden exhibir largas extensiones en el C-
terminal. Por otro lado, solo conservan la Cys C-terminal del motivo CxxC ya que generalmente se
encuentra una treonina (Thr) o una serina (Ser) en el lugar de la N-terminal. Ademas, presentan
un residuo de arginina (Arg) conservado en lugar de la cis-Pro y una Pro conservada en lugar de
un triptofano (Trp). La sustitucion de la cis-Pro por la Arg es la modificacion que caracteriza y
marca el comienzo evolutivo de las Prx dentro de la suprafamilia Trx (Figura 1.6B)’. Por otro lado,
en algunas Prx la segunda Cys de sitio activo puede aparecer en distintas posiciones, en la misma
o en otra cadena polipeptidica y a varios residuos de distancia hacia el C-terminal.
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Figura 1.6. Vista estructural de las relaciones evolutivas entre Trx, CMP y Prx. A. Estructuras cristalograficas de
Trx, CMP y Prx (PDB: 1XOA, 1KNG y 7KIZ respectivamente). En gris, rojo y negro se representan los elementos
de estructura secundaria correspondientes al plegamiento Trx candnico (mismo esquema de colores que en las
figuras anteriores) y en azul, verde y naranja se destacan la extensién N-terminal, la insercion f2-a2 vy la
extension C-terminal respectivamente. B. Mismo dendrograma de la Figura 1.4A, pero con la representacion
estructural de los aminoacidos en las posiciones mas conservadas para Trx, CMP y Prx. El trazo amarillo sobre el
dendrograma representa el camino evolutivo desde Trx a Prx a través de CMP a partir de la incorporacién de
Arg en lugar de cis-Pro. Adaptado a partir de Atkinson y Babbit'’.

Dejando de lado la extension C-terminal que ocurre particularmente en dos grupos de Prx, el tipo
de estructura secundaria presente en la insercion f2-a2 y la extensidon N-terminal es muy similar
entre Prx y CMP, como se ve representado en el esquema de la Figura 1.5 y la Figura 1.6A. En los
alineamientos de la Figura 1.5 queda clara la similitud entre CMP y Trx y la relativa lejania de Prx
a nivel de secuencia. Sin embargo, CMP y Prx comparten la presencia de un residuo de Glu
conservado a dos residuos de distancia de la segunda Cys del motivo CxxC, ubicado por debajo
dentro de la misma hélice (Figura 1.6B).

Ademas de su funcion de reducir perdxidos, otra ganancia evolutiva de las Prx es su capacidad de
formar oligdmeros de distintos tamafios y formas. Existen dos tipos de interfases por las cuales
las Prx pueden formar dimeros: la interfase tipo A (“A” de alternativa o ancestral) donde los
mondmeros se unen “punta con punta” a través de la insercion central entre B2 y a2 del
plegamiento Trx. Por otro lado, la interfase tipo B (“B” de basado en hoja B) consiste en la
interaccion lateral entre la dltima hoja B de dos mondmeros de Prx (Figura 1.7)%%%2,
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Figura 1.7. Interfases de oligomerizacion de Prx. A la izquierda y derecha se muestran las estructuras
de los dimeros de HsPrx2 (PDB: 7KIZ) y Streptococcus pneumoniae Tpx (PDB: 1 PSQ) representadas en
forma de trazo. En verde y azul se colorean los elementos de estructura secundaria sobre los que se
centra la interaccién y los circulos amarillos representan las cisteinas de sitio activo.

Clasificacion

El primer criterio con el que se comenzo a diferenciar Prx en distintas clases se construyd con
base en sus diferencias cataliticas y arquitectura de sitio activo. Otros aspectos que varian entre
Prx son su estado oligomérico, su susceptibilidad a la inactivacién a altas concentraciones de
peroxido y sus especificidades por sistema reductor y sustratos.

Todas las Prx comparten la presencia de un residuo de cisteina de sitio activo absolutamente
conservado que recibe el nombre de cisteina peroxidatica (Cp), cuya funcion es reducir la
molécula de perdxido formando acido sulfénico (C,.SOH) como se representa en el primer paso
de la Figura 1.8B. La Cp junto con los aminoacidos mencionados en la Figura 1.5 (Pro, Thr y Arg)
forman la tétrada catalitica del sitio activo que sostiene la funcién peroxidasa. A nivel local el
motivo de sitio activo es PxxxTxxCp, mientras que la Arg se encuentra varios residuos apartada
hacia el C-terminal, pero muy préxima a nivel tridimensional (Figura 1.8A). Tanto la presencia de
la carga positiva del grupo guanidinio de la Arg, como la capacidad del grupo OH de la Thr/Ser de
formar enlace de hidrégeno con el grupo tiol (RSH) de Cp, son requisitos indispensables para
generar la forma reactiva del tiol, el tiolato (RS)?3. Otras posiciones conservadas son la de un
aminoacido aromatico, generalmente un Trp o Phe, en a3 y la presencia de una Ser en 34 (Figura
1.8A y Figura 1.9). Para ambas posiciones, se sugiere que tienen la funcién de mantener las
estabilidad del sitio activo?*. Ademas, todas las Prx comparten un nucleo estructural comun, que
consiste en siete hebras B y cinco hélices a. Cinco de las siete hebras (B5, B4, B3, B6 y B7) forman
una hoja B central, que se dispone en el interior de la estructura y se encuentra cubierta por p1-
B2-aly a4 deunladoya2, a3y a5 en el lado opuesto (Figura 1.8C).
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Figura 1.8. Elementos comunes en Prx. A. Representacion de los aminoacidos conservados del sitio activo como
varillas sobre la estructura tridimensional de una Prx de levadura (PDB: 2A4V). B. Pasos elementales del ciclo
catalitico de Prx. C. Representacién del nucleo estructural comun de Prx (PDB: 2A4V), donde se numeraron los
elementos de estructura secundaria. En la imagen inferior se muestra un mapa topolégico de N a C-terminal, donde
los recuadros amarillo y azul representan la ubicacidn de Cr y el residuo de Arg conservado respectivamente. En el
recuadro celeste se ubican los elementos estructurales correspondientes al plegamiento Trx candnico.

Las Prx comienzan a diferenciarse a partir del paso de regeneracion de la enzima reducida, es
decir, desde CpSOH hacia la forma tiol de Cp (pasos 2 y 3, Figura 1.8B). En muchas Prx una segunda
cisteina ubicada en el C-ter, llamada cisteina resolutiva (Cr), reacciona con CpSOH liberando una
molécula de agua y formando un enlace disulfuro (paso 2, Figura 1.8B), que posteriormente es
reducido a la forma “ditiol” (CpSH, CrSH) por sistemas reductores dependientes de tioles (paso 3,
Figura 1.8B). Este grupo de Prx se clasifica como Prx de dos cisteinas o 2-Cys Prx. A su vez, dentro
de esta clase se identifican dos subclases: las 2-Cys tipicas y atipicas. En las primeras, el enlace
disulfuro se forma entre subunidades adyacentes dentro de un dimero, mientras que en las
ultimas es intrasubunidad. Por ultimo, estan las Prx de una cisteina, o 1-Cys Prx, que carecen de
Cr vy se propone gque un tiol de otra proteina o de bajo peso molecular son responsables de
regenerar la enzima (pasos 2 y 3, Figura 1.8B).

Este criterio de clasificacién es bastante conveniente para comenzar a entender el mecanismo
catalitico de Prx, pero no es muy util a la hora de representar la variedad dentro de la superfamilia.
En varios trabajos se ha intentado clasificar los distintos subgrupos utilizando alineamientos de
secuencia y armado de arboles filogenéticos; segun la posicién de la Cr o de la identidad de ciertos
aminoacidos cercanos a Cp; por su estructura cuaternaria y por la presencia y naturaleza de la

extensidn C-terminal1821.23,25

En 2011, el trabajo de Kimberly J. Nelson?* logré unificar la clasificacion de Prx y llegar a un criterio
mediante el uso de herramientas bioinformaticas que permitieron definir un perfil funcional de
sitio activo en base a las estructuras disponibles. Se definieron “huellas” de sitio activo para cada
estructura, tomando todos los residuos cuyos dtomos estuvieran a 10 A del centro geométrico de
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los aminoacidos mas conservados (Pro, Thr/Ser, Cpr y Trp/Phe) y representandolos como
secuencias de N a C-terminal de forma tal de poder alinearlos con las secuencias presentes en el
GeneBank. Para las Prx que forman disulfuro intersubunidad (2-Cys tipicas) la Cr no fue incluida

porque la herramienta solo considera aminoacidos en una Unica cadena polipeptidica.
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Figura 1.9. Alineamiento de secuencia de las subfamilias de Prx. Alineamiento estructural de secuencia para
miembros representativos de las distintas familias de Prx (AhpC/Prx1: StAhpC/HsPrx2, BCP: EcBCP, Prx5: HsPrx5,
Prx6: HsPrx6, Tpx: EcTpx, AhpE: MtAhpE). Los elementos de estructura secundaria comunes al plegamiento Prx se
encuentran numerados y las secuencias correspondientes se colorearon segun el tipo de estructura (hebras B en
violeta y hélices a en naranja). El resto de los elementos que no son compartidos entre Prx no fueron numerados.
En fondo azul y letras blancas se representan los aminodcidos conservados de sitio activo, otras posiciones
conservadas se muestran con fondo celeste y letras blancas. Cr se representd con fondo verde y letras amarillas.
Las regiones marcadas en amarillo y con asterisco, son motivos de secuencia conservados en la familia Prx1. En la
parte inferior derecha, se muestra un dendrograma de la superfamilia Prx, extraido y modificado de Peroxiredoxin
classification index (PREX)?®

Como resultados de la agrupacion jerdrquica de los distintos perfiles de sitio activo se
identificaron 6 subfamilias de Prx: AhpC/Prx1, Prx6, Prx5, Tpx, BCP/PrxQy AhpE, nombradas por

uno o dos miembros representativos de cada una.
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La subfamilia AhpC/Prx1 es la mas grande y ampliamente distribuida, con miembros en todos los
seres vivos. Ademas del nucleo estructural comun, estas Prx presentan una extensién C-terminal
gue incluye a la Cg en una posicion conservada (C172 numeracion HsPrx2), en un 99.1% de sus
miembros (Figura 1.10). Estas proteinas forman un dimero (interfase tipo B, Figura 1.7) como
unidad catalitica minima y pueden llegar a presentarse con estructuras cuaternarias mas
complejas como decameros y dodecameros. Las BCP/PrxQ incluyen a las proteinas bacterianas
BCP (proteina co-migradora de bacterioferritina) y a la PrxQ de plantas. Son las Prx mas
ancestrales y se propone que el resto de las familias emergieron a partir de ellas (Figura 1.9)'824,
Esta clase estd principalmente distribuida en bacterias, aunque también se encuentra en
eucariotas (plantas y levaduras) y son las Unicas Prx monomeéricas. Se sugiere que pueden actuar
mediante un mecanismo tipo 2-Cys atipicas o 1-Cys y Cr se posiciona a 5 residuos de Cren a2, en
el 54% de sus miembros (Figura 1.10).

La subfamilia Prx5 se nombré a partir de HsPrx5 y estan distribuidas en todos los dominios de la
vida. Sus miembros forman dimeros, por una interfase tipo A (Figura 1.7) y pueden ser 1-Cys (14%)
0 2-Cys. En esta clase Cg se puede encontrar en el loop previo a a5 (17%), sin embargo, en la
mayoria de las secuencias su posicion es incierta (69%). Los miembros pertenecientes a la
subfamilia Prx6 son bastante parecidos a las AhpC/Prx1 debido a que poseen una extensién C-
terminal y forman dimeros a través de la interfase B e incluso estados oligoméricos mayores. Sin
embargo, poseen predominantemente una Unica cisteina de sitio activo (40% de las secuencias)
aunque para muchos de sus miembros la posiciéon de Cg es incierta (57%); generalmente se
desconoce el reductor directo. Otra caracteristica de esta familia es que la extensién C-terminal
es mas grande y con motivos de estructura secundaria adicionales. También pueden presentar
Cys adicionales en esta regidon, pero no se ha reportado que tengan un rol catalitico?’. La
subfamilia Tpx es la mas pequefia y menos diversa desde el punto de vista filogenético. Sus
miembros se encuentran en bacterias y presentan 2 cisteinas de sitio activo en la misma cadena
polipeptidica, donde Cr generalmente se posiciona en a3 inmediatamente después del Trp/Phe
conservado (96.4%). De forma analoga a las Prx5, los miembros de esta familia forman dimeros a
través de la interfase A, aunque no es necesario para la catalisis. Por ultimo, las AhpE se
encuentran principalmente en bacterias gram-positivas del orden Actinomycetes, son poco
parecidas al resto de las subfamilias y pueden tener una o dos cisteinas de sitio activo.
Generalmente Cr se encuentra en a2 (56%) al igual que los miembros de la familia BCP vy
presentan dimeros a través de la interfase A.
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AhpC/Prx1 BCP/PrxQ Prx5

Prxé6

Figura 1.10. Presencia de Cr en Prx. A la izquierda se muestra la estructura candnica de Prx junto con la porcidn
C-terminal presente en las AhpC/Prx1 (PDB:7KIZ) sobre la cual se ubicaron Cp y las distintas posiciones posibles de
Cr. A la derecha se representan diagramas de torta que expresan el porcentaje de miembros de cada familia que
presentan Cr en el extremo C-terminal (azul), a2 (verde), a3 (turquesa), a5 (rosado), no presentan Cg (amarillo), o
que su posicion es incierta (gris). Porcentajes extraidos de Nelson et al?.

Familia AhpC/Prx1 e isoformas humanas

El hecho de que esta familia sea la mas grande y de las mas estudiadas, dio la posibilidad de
identificar subgrupos con propiedades caracteristicas. El analisis de huellas de sitio activo de las
secuencias pertenecientes a esta familia?*, indica que existen 4 subgrupos dentro de AhpC/Prx1
gue se corresponden con caracteristicas bioldgicas conocidas. Las del grupo 1 son las mas
abundantes y presentes en todos los dominios de la vida, cuentan con los motivos estructurales
“GGLG” (también pueden encontrarse lle y Val en lugar de la Leu) y “YF” (Figura 1.9) que esta
asociado a la susceptibilidad a la inactivacion por exceso de hidroperdxido (sobreoxidacién),
propiedad que se relaciona frecuentemente con las de origen eucariota?”-?8. Su reductor principal
es el sistema Trx o un andlogo organismo-especifico, como la triparredoxina en tripanosomatidos.
Los otros 3 grupos no presentan los motivos de susceptibilidad y se encuentran principalmente
en bacterias. Los grupos 2 y 3 se caracterizan por estar asociados a los sistemas reductores AhpF
y AhpD respectivamente y el 4 se asocia con dos géneros especificos de bacteria (Flavobacteria y
Chlamydia) y es el menos caracterizado funcional y estructuralmente. Se ha visto que algunos
parasitos (Trypanosoma, Leishmania) y bacterias (Helicobacter, Chlamydia) pueden presentar los
motivos de susceptibilidad a la sobreoxidacion. La presencia de estos motivos estructurales en
estas Prx puede haber sido el resultado de la transferencia horizontal de genes entre huésped y

hospedero®.

Los ejemplares de esta familia en humanos corresponden al grupo 1 dentro de las AhpC/Prx1y
son las Prx 1 ala 4. Las HsPrx1y 2 son las proteinas protagonistas de este trabajo, comparten mas
de un 90% de similitud y se ubican principalmente en el citoplasma y en el nucleo, mientras que
HsPrx3 y 4 se localizan en la mitocondria y el reticulo endoplasmico respectivamente. En general,
todas estas Prx se expresan constitutivamente en la mayoria de los tejidos y células humanas, por
lo que rara vez se asocian con un tejido o tipo celular especifico. Sin embargo, existen algunas
excepciones: HsPrx2 es la tercera proteina mas abundante en glébulos rojos, HsPrx4 presenta
especificidad en pancreas y altos niveles de expresién en células espermatidas tardias y HsPrx1
junto con HsPrx3 se expresan con relativa abundancia en células tubulares proximales3°.
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1.1.3. Ciclo catalitico de AhpC/Prx]1

Conceptualmente podemos dividir el ciclo catalitico en dos mitades: una de oxidacidn y otra de
reduccion. Ambas mitades estan conectadas por una transicion conformacional en el sitio activo,
desde un estado completamente plegado (“fully folded”, FF) a uno localmente desplegado
(“locally unfolded”, LU), cuyas estructuras se describirdn en la seccion 1.1.4. Ademas, existen
ciertas reacciones alternativas como la sobreoxidacién, que puede ser revertida o no, y la
reduccion por mecanismos distintos al sistema Trx. A continuacidn, se muestra un esquema con
el ciclo catalitico completo, cuyas etapas describiré en las siguientes secciones.

NADPH
@ _ ~ Oxidacion
NADP* @ N
A
v ROOH

Reduccién/ @}. ? lb H,0\
//

I 77
| Ved
\ éﬁ @) / FF
\ H,0 ft ) /
N \ LU /
N N o
- -~

Figura 1.11. Esquema general del ciclo catalitico de AhpC/Prx1. Los nimeros representan los distintos
pasos del ciclo: 1. Peroxidacion de Cp 2. Transicidn FF-LU. 3. Resolucién. 4. Reduccion por el sistema Trx-
TR-NADPH. Se eligié representar un sitio activo por dimero de Prx. Las formas amarillas representan
residuos de cisteina en su estado tiol cuando estdn separadas y disulfuro si estan juntas. Las formas rojas
representan CpSOH.

Oxidacion

En el primer paso de la oxidacion ocurre la peroxidacion, donde el tiolato de Cp realiza un ataque
nucleofilico sobre uno de los oxigenos del H,0; para formar CpSOH y H,0 (paso 1, Figura 1.11).
Como se menciond en la seccion 1.1.2, el motivo conservado Pxxx(T/S)xxC y la Argl27
(numeracion HsPrx2) garantizan la reactividad de Cp tanto estabilizando el tiolato, como,
posicionando el perdxido de forma cataliticamente eficiente (Figura 1.12 A-C). De esta manera,
Cr no solo es mas acida que una cisteina convencional (pKa 5-6.3 vs. 8.3-8.5), sino que también
presenta una reactividad varios drdenes de magnitud superior a la esperada para un tiol de bajo
peso molecular con el mismo pKa3! (Figura 1.12D). Es importante mencionar que la nucleofilia de
los tioles no necesariamente va de la mano de su acidez; si bien un pKa bajo refleja una mayor
disponibilidad de tiolato a pH fisioldgico, su basicidad tiene que mantenerse regulada como para
retener su nucleofilia y que la reaccion transcurra de forma rapida. Como se muestra en la Figura
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1.12D, lo que se ve en tioles proteicos es que no hay correlacidén entre su acidez y reactividad con
un electrdfilo dado, a diferencia de tioles de bajo peso molecular®?.

No obstante, la arquitectura del sitio activo no fue seleccionada por la evolucion solo para
aumentar la reactividad de Cp. También se propone que Arg conservadas (R127/150) forman una
red de enlaces de hidrégeno con el H;0; y asi estabilizan el estado de transicidon, aumentan la
electrofilia del oxigeno proximal (oxigeno A, Figura 1.12B) y facilitan la salida del grupo RO~ 33736
(Figura 1.12C).

A C D
i R H
00
9-
R12T % a8 8 HSP”‘2$ XPrxQ
- H StAhpC ScTsa2
P T 7 ©)
NH lif T48 1 ScTsal
AN Cp 61 HsPrx5.
RA H = 1
I Q
\QJ—,O{\~ 5 4 CgBCP‘
R127 p,N H\O\< ke )
A T48 N
|
11} R -1
b 2 N
H 4 7 1 1"
Righ ix  of > ¢ 8 9 10
/q‘{\“”z | 0 pKa RSH

Figura 1.12. Complejo enzima-sustrato, formacion de CrSOH y reactividad de tioles con perdxidos. A. Estructura
del complejo de Prx de Aeropyrum pernix con H202 (PDB: 3A2V), se representaron los aminoacidos de la tétrada
catalitica junto con E54 y R150 (numeracion HsPrx2). Las lineas punteadas celestes indican interacciones entre los
residuos de sitio activo y con el H202, mientras que la negra representa la orientacidn de Cr con respecto al H20a.
B. Esquema de las interacciones dentro del complejo enzima-sustrato, extraido y modificado de Hall et. al*®. C.
Esquema de la reaccidn de peroxidacién de Cp,i. ingreso del perdxido al sitio activo de Prx. ii. Cambio en la red de
enlace de hidrégeno del tiolato al peréxido promoviendo el ataque nucleofilico sobre el oxigeno A. iii. Rotura del
enlace del perdxido y estabilizacidon del grupo saliente por R1273L. D. Gréfico de la relacién de Brgnsted (linea roja;
constante de reaccidn a pH 7 vs pKa) para tioles de Prx (circulos violetas; Xf: Xylella fastidiosa; Cg: Corynebacterium
glutamicum) y tioles de bajo peso molecular (circulos vacios) en relacién a su reaccién con H20: (kap). Tioles de
bajo peso molecular de menor a mayor pKa: L-Cys-etil ester, L-Cys-Gly, L-Cys, GSH, homocisteina, 2-
mercaptoetanol, acido dimercaptosuccinico, N-acetil-Cys, captopril.

Este grupo de Prx contiene enzimas excepcionalmente rapidas, con constantes de velocidad que
se aproximan al limite difusional, en un rango de 10° a 108 M1 513742, Medir la velocidad de
formacién de CpSOH no es para nada sencillo y presenta desafios a nivel experimental. En primer
lugar, dada la velocidad de la reaccién es recomendable hacer cinética pre-estacionaria y usar
dispositivos de flujo detenido (“stopped-flow”), que permiten registrar el avance de la reaccién
pocos milisegundos después del mezclado de los reactivos. En cuanto a la deteccidon, se han
utilizado métodos de competencia cinética con hemoperoxidasas, siguiendo la sefial de formacion
de intermediarios cataliticos por espectroscopia UV-VIS3¥4, Una alternativa mas directa, surge
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del descubrimiento de que los residuos de Trp conservados cercanos al sitio activo (W86, HsPrx2),
pueden utilizarse para seguir la reaccién por el cambio en la sefial de fluorescencia****, ya que la
emision del Trp es muy sensible a cambios fisicoquimicos en su entorno.

Si bien el H,0; es el sustrato especifico, existe una variedad de hidroperéxidos (ROOH) que
pueden reaccionar con Cp de forma analoga. Algunos de ellos son: acido peroxinitroso (ONOOH),
ter-butil hidroperoéxido (t-BHP), hidroperdxido de cumeno (CHP) y perdéxidos lipidicos (LOOH). El
ONOOH es un agente oxidante fuerte, formado a partir de la reaccién entre el radical anidnico
superoxido (027) y el 6xido nitrico (NO*)*. Su reactividad es muy similar a la del H,0,, con
constantes de velocidad en el orden de 10’ M1s14l, Tanto el t-BHP como el CHP son perdxidos
sintéticos capaces de oxidar Cp 3%,con velocidades que dependen de la Prx y que en algunos casos
superan a la del H,0,%. Estos hidroperdxidos junto con los LOOH son llamados hidroperéxidos de
alquilo y se caracterizan por tener un grupo R alifatico, generalmente voluminoso. En realidad, t-
BHP y CHP se utilizan como analogos de LOOH, debido a que su grupo R mas corto facilita el
trabajo en sistemas acuosos®. Los LOOH son producto de la peroxidacion de lipidos en
membranas y su presencia esta asociada al dafno oxidativo y al novedoso proceso de muerte
celular llamado ferroptosis*. No todas las Prx presentan una reactividad apreciable con estos
perdxidos, sin embargo, una reciente caracterizacidn cinética demostré que LOOH derivados de
los acidos araquiddnico y eicosapentanoico (15(S)-HpEPE) pueden oxidar HsPrx3 con constantes
de velocidad de 10’ M1s147,

Transicion FF-LU y resolucion

El proximo paso es un cambio conformacional en el sitio activo favorecido por la formacién de
CpSOH (paso 2, Figura 1.11). Este movimiento es fundamental para que CpSOH y Cgr puedan
acercarse, ya que inicialmente se encuentran a 13.4 A de distancia (Figura 1.13). Una vez que Cg
y CpSOH estdn lo suficientemente cerca, reaccionan formando un enlace disulfuro y H,O (paso 3,
Figura 1.11)%%%8, Este paso recibe el nombre de “cierre de disulfuro” o “resolucién” y su velocidad
puede variar tanto como la del primer paso, de 10t a 102 s1 414244 | 3 formacidn de este disulfuro
bloquea al sitio activo en el estado LU, por lo que la enzima queda detenida hasta que un dador
de electrones reduzca el enlace. La determinacién directa de la velocidad de resolucién se logra
mediante experimentos de cinética pre-estacionaria y nuevamente aprovechando la emision de
fluorescencia del Trp. En este caso, se sugiere que el Trp C-terminal (W176, HsPrx2) es
responsable del cambio en la sefial de fluorescencia relacionado a la resolucion®*.
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Figura 1.13. Equilibrio conformacional FF-LU durante el ciclo catalitico de Prx. El esquema representa el
equilibrio de la transicion FF-LU antes y después de la reaccién con ROOH (flechas negras y rojas
respectivamente). Una vez que se condensa el enlace disulfuro, el sitio activo se bloquea en el estado LU.
Las estructuras cristalograficas de HsPrx2 en su estado reducido “FF” (PDB:7KIZ) y oxidado a disulfuro
“LU” (PDB:51JT) se ubican debajo de las representaciones esquematicas. En ambos casos se representan
Cp y Cr como varillas y sus atomos de azufre como esferas y la distancia entre azufres como linea
punteada.

Existe una relacidn directa entre la velocidad de este paso y la susceptibilidad a la inactivacion por
sobreoxidacioén (Figura 1.15). Una resolucién lenta, implica que CpSOH permanece mas tiempo
disponible como para que otra molécula de H,0 lo oxide, mientras que una resolucién rapida
disminuye el tiempo de exposiciéon de CpSOH, haciendo menos probable que la sobreoxidacion
ocurra®?>4950 A partir de este concepto deriva la denominacidn de Prx sensibles y robustas, donde
las primeras tienen una resolucién mas lenta que las ultimas. Los estados FF y LU, y su relacion
con la reactividad, fueron definidos a partir de estructuras cristalograficas de Prx con sus cisteinas
de sitio activo en los estados ditiol y Cp-SO3H (FF) y disulfuro y CeSOH (LU)>*™>4. La nocidn de que
FF es el estado en el que la reaccion con H20; ocurre de forma mas favorable, es inferida a partir
de la observacién de estas estructuras. Se observa que en FF se preserva la arquitectura
“correcta” del sitio activo, donde los residuos se disponen como para estabilizar Cp-S™ y el estado
de transicion. En cambio, en LU se pierden las interacciones entre Cp y los residuos conservados
y hay una desplegamiento del extremo C-terminal que contiene a Cs.

Actualmente, se maneja el concepto de que el sitio activo de Prx se encuentra en un equilibrio
entre los estados FF y LU previo a la reaccidon con H,0,%>°=>2, Se plantea que la velocidad de la
resolucidn es proporcional a la probabilidad con la que la enzima visita el estado LU, o, de qué tan
desplazado esta el equilibrio hacia esta especie. Es importante dejar en claro que las estructuras
de LU en el equilibrio conformacional no tiene por qué ser iguales a las del disulfuro Cp-Cg, €s mas,
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seguramente esas estructuras representan un estado conformacional Unicamente accesible luego
de la formacion del enlace disulfuro®.

Reduccion

El sistema reductor principal, o candnico, son las Trx, aunque algunos miembros pueden tener
reductores homodlogos especificos (AhpF para AhpC vy triparredoxinas para Prx de
tripanosomatidos). Estas son enzimas pequenas (11-14 kDa), termoestables, ubicuas e
involucradas en una gran variedad de procesos fisioldgicos>>®°. Su funcidn consiste en reducir
disulfuros (principalmente de origen proteico) mediante dos intercambios tiol-disulfuro
consecutivos (Figura 1.4), que involucran la oxidacién reversible de sus Cys de sitio activo
(WCGPC)®. Dada la gran variedad de sustratos que pueden reducir®, las Trx son tildadas de
enzimas promiscuas. Se sabe que su sitio de union a sustrato presenta un surco hidrofdbico y que
se requieren cambios conformacionales en la enzima y el sustrato para favorecer o guiar la
reaccion®?%4, Las adaptaciones conformacionales entre Trx y sus sustratos son clave®3, ya que las
reacciones de intercambio tiol-disulfuro se caracterizan por un estado de transicién donde los
atomos de azufre se encuentran alineados.

En el ultimo paso del ciclo, la Trx reduce el disulfuro Cp-Cr llevando a la Prx a su estado ditiol (CpSH,
CgSH) basal (Figura 1.14). En primer lugar, la Trx forma un complejo con la Prx oxidada en la
conformacion LU (pasol, Figura 1.14). Luego, ocurre el primer intercambio tiol-disulfuro donde
el tiolato de la cisteina N-terminal del sitio activo de Trx (Cn) realiza un ataque nucleofilico sobre
Cr, formando el disulfuro mixto Prx-Trx entre Cry Cn y dejando a Cp en su forma reducida (paso
2, Figura 1.14). Inmediatamente después, la cisteina C-terminal de sitio activo de Trx (C35)
reacciona con el disulfuro Cg-Cn para formar un disulfuro intramolecular (Cy-C35) en Trx y liberar
Cr reducida® (paso3, Figura 1.14). A continuacién, ambas proteinas se disocian y el sitio activo de
Prx recupera su conformacién FF para comenzar un nuevo ciclo.
NADPH

oy -8
" .
® &

Figura 1.14. Reduccion de AhpC/Prx1 por el sistema Trx. Los nimeros representan los distintos pasos del
ciclo: 1. Formacién del complejo Prx-Trx 2. Ataque nucleofilico de Cn y formacion del disulfuro mixto Cr-Ch.
3. Ataque nucleofilico de C35 sobre el disulfuro Cr-Cn. 4. Reduccion de Trx por TR a expensas de NADPH. Se
eligié representar un sitio activo por dimero de Prx.
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La regeneracion de Trx (paso 4, Figura 1.14) depende de una reductasa especifica llamada
tiorredoxina reductasa (TR), cuya version de mamifero es una enzima que contiene dinucledtido
de adenina y flavina (FAD), un residuo de selenocisteina (Sec, U) y usa NADPH como fuente de
equivalentes de reduccién®. La TR reduce el disulfuro Cx-C35 en una serie de pasos donde el flujo
de electrones va desde el NADPH al FAD, del FAD al motivo de sitio activo C-U y de este al disulfuro
de Trx%:67,

Reacciones alternativas

Las AhpC/Prx1, particularmente las que tienen el motivo GGLG y YF, pueden sufrir una
modificacion quimica llamada sobreoxidacion que las retira momentanea o definitivamente de su
ciclo catalitico. En la sobreoxidacion CpSOH reacciona con una o dos moléculas de H;0; para
formar dacido sulfinico (Cp-SO2H) o sulfénico (Cp-SOsH) respectivamente (S y S’, Figura 1.15).
Cuanto mas “vueltas” dé la Prx por su ciclo catalitico, mayor es la probabilidad de que ocurra este
proceso, cuya constante de velocidad se encuentra en el rango de 103-10* M1 571 4249,50,52,68 ' A|
igual que con la oxidacion otros hidroperdxidos pueden sobreoxidar Prx, incluso de forma mas
eficiente que el H202, con constantes de velocidad del orden de 10° M s (ONOOH)*? y 107 M
s (15(S)-HpEPE)*7.

Inhibicion

E irreversible

Prx Prx
ATP

Reparacion [T]me N
ADP

RSH

Figura 1.15. Sobreoxidacién de Prx y reparacion mediada por Srx. A la izquierda, esquema de las reacciones de
sobreoxidacién y reparacion de Cp-SO2H. A la derecha se muestra la estructura de HsPrx2 sobreoxidada
(PDB:1QMV), junto con los aminodcidos de la tétrada catalitica. Se puede observar cémo R127 forma interacciones
del tipo puente salino con la forma desprotonada de Cp-SO2H.

Mientras que la forma Cp-SO3H es considerada una modificacién inhibitoria e irreversible, Cp-SO2H
puede ser recuperada a CpSOH mediante el sistema sulfirredoxina a expensas de ATP-Mg?* y asi
rescatar la enzima del estado inactivo®. Se sugiere que el mecanismo de rescate, o reparacion,
implica en primer lugar la fosforilacién de Cp-SO;H, a partir del ATP unido a Srx, en la cual el
sulfinato (Cp-SOy") ataca al fosfato y, liberando ADP y formando un éster fosférico en el acido
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sulfinico (paso 1, Figura 1.15). A continuacién, una Cys conservada de Srx (Cys99 en HsSrx)
reacciona con el éster para formar tiosulfinato y liberar fosfato (paso 2, Figura 1.15). En el Gltimo
paso, un tiol o H;S reduce el tiosulfinato y genera un disulfuro o persulfuro en la Cys99 y CpSOH,
que retorna al ciclo catalitico’® (paso 3, Figura 1.15). En el caso de HsSrx, no se conoce
especificamente quien lleva a cabo la reduccidn del tiosulfinato. A partir de ensayos de reparacion
in vitro con HsSrx y HsPrx3, se demostrd que la enzima funciona con DTT, H,S y GSH, en orden
decreciente de velocidad’™.

A
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Figura 1.16. Reduccion de AhpC/Prx1 por vias dependientes de GSH y Grx. En la parte A, se muestran la serie de
reacciones de reduccion de Prx a partir de su forma disulfuro con GSH o GSH y Grx. 1. Formacion de Cpr o Cr
glutationilada. 2. Reduccidn del disulfuro mixto Prx-GSH por GSH. 3. Reduccion del disulfuro mixto Prx-GSH por
Grx. B. Reduccién del disulfuro de Prx por Grx sin la participacién de GSH. 1. Formacién del complejo Prx-Grx 2.
Formacion del disulfuro mixto Prx-Grx. 3. Oxidacion de Grx y liberacion de Prx reducida. 4. Reduccién de Grx a
expensas de GSH.

El sistema Trx-TR no es el Unico que puede hacer llegar los electrones del NADPH a las Prx. Existe
evidencia de que el tripéptido glutation (GSH), puede reaccionar tanto con CpSOH, como, con Cp-
Cr y reducir Prx parcial o totalmente’? (Figura 1.16A). En el caso de la formacién de Prx
glutationilada en Cp 0 Cg, las glutarredoxinas (Grx) facilitarian la deglutationilacién. Luego, el
glutatién disulfuro (GSSG) generado se reciclaria a su forma reducida a través de glutation
reductasa (GR) a expensas de NADPH. Otra alternativa de reduccidon se observd con HsPrx3
mitocondrial, donde HsGrx2 es capaz de reducirla a través de un mecanismo independiente de
GSH (Figura 1.16B), anélogo al de Trxy con una cinética similar a HsTrx273. En una ultima instancia,
el disulfuro generado en Grx se reduce por GSH para regenerar a la enzima reducida y formar
GSSG.

Otros mecanismos de reduccion pueden incluir a residuos de Cys en proteinas que no tengan una
funcion redox aparente. Este mecanismo es la base de la teoria de sefializacidén a través de Prx
gue se aborda en detalle en la seccién 1.3.1.
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1.1.4. Estructura y oligomerizacion

Para poder entender la catdlisis de Prx es necesario racionalizarla sobre su estructura. La
complejidad estructural de Prx iguala a la de su mecanismo catalitico, cumpliendo con el principio
de reciprocidad entre estructura y funcion. A continuacion, describiré la estructura del dimero y
el decamero de Prx y su equilibrio de oligomerizacién, tomando HsPrx2 como referencia.

El dimero

Fuera del nucleo estructural comun de Prx, los mondmeros de AhpC/Prx1 de humanos presentan
el motivo “GGLG” entre a3 y B5 del ntcleo comun, una extension C-terminal compuesta por un
loop donde se ubica Cr (Cr loop) y una ultima hélice a7 (Figura 1.17A y B). La hebra B7 que queda
expuesta en el monémero, se cubre cuando dos subunidades se arreglan de forma lateral (B7-B7)
para formar el dimero (Figura 1.7). Esta interaccidn basada en hojas B (interfase tipo B) es la que
genera el arreglo de 10 hebras a lo largo del dimero, o 14, si se tienen en cuenta B1- B2%2. Ademds
de la interfase B central, los mondmeros interaccionan de forma cabeza-cola donde Cg loop y a7
de una subunidad abraza la cara externa de la otraen a2, a4 y el loop B7- a6 (Figura 1.17C). Estas
interfases adicionales son las que forman los sitios activos. Cada dimero tiene un peso molecular
de alrededor de 44 kDa y posee dos sitios idénticos dispuestos en caras opuestas y en forma
diagonal, constituidos por una mitad N y otra C-terminal de la subunidad adyacente (Figura
1.17C). Por lo tanto, el dimero es la unidad catalitica minima de este grupo de Prx.

Podemos identificar distintas secciones en la region N-terminal del sitio activo: en la hélice a2
estd Cp (C51) en su extremo N-terminal, entre una valina (V50) y una prolina (P52) y una vuelta
mas abajo se ubica el residuo de glutamato conservado (E54). En el loop previo a Cp (Cp loop, a2-
B3) se encuentran Thr48 y Pro44 de la tétrada catalitica y otros residuos aromaticos conservados
como las fenilalaninas 47 y 49 (F47, F49) y tirosina 43 (Y43) (Figura 1.18 Ay B). La Arg de la tétrada
catalitica (R127) se ubica en el inicio de 6 apuntando su grupo guanidinio a Cp, mientras que el
otro residuo de Arg importante para la catalisis (R150) se encuentra en el final de un loop entre
B7 y a6 formando un puente salino con E54. Se postula que esta interaccion estabiliza al oxigeno
del grupo saliente del H,0; y/o es indispensable para el correcto posicionamiento de R1273336,
Ademas de R150, los oxigenos carbonilicos de la cadena principal de otros residuos del loop B7-
a6 también contribuyen a la estabilizacion de R1273° (Figura 1.12B). Por ultimo, el Trp conservado
(W86) esta ubicado detras de Cp en a3 y el motivo “GGLG” se posiciona por debajo de W86 en un
loop entre a4 y B5. Existe un conjunto de interacciones hidrofdbicas entre GGLG, W86 y los
residuos aromaticos del Cp loop (F47, Y43), que forman un cinturén que contiene a la primera
vuelta de la hélice donde estd Cp (Figura 1.18B). Mutantes de W por F en esta posicion alteran las
velocidades de formacién de CpSOH y Cp-Cr4*74.
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Figura 1.17. Organizacion estructural del dimero de AhpC/Prx1. A. Mapa de elementos de estructura secundaria
de AhpC/Prx1 humanas de N a C-terminal. Las mellas amarillas representan Cr (en a2) y Cr (en el Crloop); los
recuadros azules y rojos indican las regiones que forman la mitad N y C-terminal del sitio activo; los elementos
coloreados en verde, rojo y violeta representan GGLG, Cr loop y a7 respectivamente. B. Monémero de HsPrx2
(PDB: 7KIZ) con los motivos GGLG, Crloop y a7 coloreados segin A. C. Dimero de HsPrx2 (mismo PDB) con sus
mitades de sitio activo coloreadas segun A. La linea punteada verde representa la distancia entre los dtomos de
azufre de Cp entre sitios activos, con el fin de destacar la disposicidn diagonal de los mismos. Las hebras 37 de
subunidades vecinas se representan en un tono gris oscuro y destacan la interfase B. En el recuadro central se
muestra uno de los sitios activos con los distintos motivos estructurales.

La mitad C-terminal del sitio activo ha sido en general menos explorada y todavia no se entiende
completamente el rol de alguno de sus residuos en la catalisis. No obstante, podemos hacer el
mismo ejercicio de distinguir regiones e identificar residuos e interacciones relevantes. Entre a6
y a7 se encuentra el Cr loop, donde Cr (C172) se ubica entre una valina (V171) y una prolina
(P173), al igual que Cp en la mitad N-terminal. Otro residuo altamente conservado es el W176,
cuyo anillo aromatico cubre al atomo de azufre de Cr (Figura 1.18C). La sustitucion de W176 por
otro residuo aromatico (F), desestabiliza la estructura del loop y disminuye la velocidad de
peroxidacién**’4. En cuanto a Cg, sustituciones “leves” (C172S) anulan completamente la parte
reductiva del ciclo catalitico, pero no afectan la capacidad de reducir H,0,. Sin embargo, otras
variantes mas disruptivas (C172D, C172W) pueden afectar también el paso de oxidacion®*. La otra
region de interés es a7, donde se destacan el par de residuos del motivo conservado “YF” (Y193
y F194) y otros residuos poco conservados que estan relacionados con la susceptibilidad a la
sobreoxidacion (G175, K177, G179 y D181)°%%8, Por otra parte, mediante la visualizacion de
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estructuras se logra detectar que el ambiente de Cg se caracteriza por ser altamente hidrofébico,
encontrandose completamente excluida del solvente por residuos de a6 y el propio Cg loop.

A su vez, esta coleccion de residuos de ambas mitades del sitio activo establece una intrincada
red de interacciones que mantienen su integridad estructural. Particularmente, a7 es una regién
gue nuclea varias interacciones: conecta con Cr loop (K196 con D181), hace de puente entre las
prolinas de los motivos VCP de mondmeros adyacentes a través de interacciones hidrofdébicas con
Y193 y F194 y establecen interacciones con residuos previos al motivo GGLG (K191 con E93) de la
subunidad vecina. Ademas, P147 y V148 del loop B7-a6 cubren uno de los lados de Cg vy
contribuyen a reducir su exposiciéon al solvente (Figura 1.18D). Trabajos con mutantes y
quimeras°%°2°6687576 yersiones truncas’’’® y modificaciones postraduccionales (particularmente
en Y193) en a77°, sugieren que la estabilidad y dindmica de esta region influye directamente en
la actividad peroxidasa. Se da como un efecto domind, en el que la perturbacién de algunas de
estas interacciones lleva a la desestabilizaciéon de otras, terminando en una disminucién o
aceleracion de algunos de los pasos del ciclo catalitico. En general, se ve que entorpecer estas
interacciones genera Prx aparentemente mas robustas, con distintos grados de pérdida de
velocidad de peroxidacion.
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Figura 1.18. Interacciones dentro del sitio activo de AhpC/Prx1 y comparaciéon FF-LU. A. Interacciones entre
residuos dentro de la porcién N-terminal del sitio activo (azul) alrededor de Cpr y 02, representadas como lineas
punteadas verdes (PDB: 7KIZ). En B se representa las interacciones entre residuos hidrofébicos (unificado dentro
de la superficie gris) que rodean la primera vuelta de a2 (motivo GGLG en verde). C. Detalle estructural de la mitad
C-terminal del sitio activo donde se destaca el loop Cr en rojo y a7 en violeta. D. Aminodcidos involucrados en las
interacciones entre las dos mitades del sitio activo. E. Comparacion entre dimeros de HsPrx2 con el motivo C-
terminal en la forma FF (arriba) reducida y LU (abajo) oxidada a disulfuro (PDB: 51JT). Los mondmeros adyacentes
estan coloreados de gris y blanco. F. Alineamiento de las estructuras FF (blanco) y LU (gris) en las mitades N y C-
terminal del sitio activo (arriba y abajo respectivamente).
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Cada mitad de sitio activo tiene un propdsito especifico dentro del ciclo catalitico: la mitad N-
terminal estd especializada en la reducciéon del hidroperdoxido (pasos de oxidacién vy
sobreoxidacidn), donde esta el arreglo estructural adecuado para la estabilizacién de Cp-S vy el
estado de transicion. Por otro lado, la funcién de la mitad C-terminal esta centrada en garantizar
la etapa de reduccion, es decir, reaccionar con CeSOH y formar el enlace disulfuro intersubunidad
que es sustrato de Trx. La base de la sinergia entre ambas funciones es la plasticidad
conformacional que tiene el sitio activo en conjunto, descrita por la transicion FF-LU.

Las estructuras cristalograficas de LU se asocian a la forma disulfuro de la enzima®°? y las de FF
al estado ditiol** (CpSH, CrRSH) o Cp-SO2H>3. La gran movilidad conformacional de los aminoacidos
del C-terminal en el estado LU impide la determinacién estructural de los ultimos 17 a 20
aminoacidos (parte de Cg loop y a7), por lo que las estructuras quedan truncas (Figura 1.18E). No
obstante, se puede apreciar el gran desmantelamiento de la estructura de FF si comparamos con
LU. En la regidon N-terminal, se desenrolla la parte de a2 donde esta Cp, haciendo que la cisteina
se de vuelta para orientarse hacia Cr. R127 deja de interaccionar con Cp y pasa a formar un puente
salino con E54 y desplaza a R150 (Figura 1.18F). Por otro lado, el Cr loop se estira desde a6 hasta
la region GGLG del mondmero adyacente y W176 pasa a ocupar una posicion similar a la de F194
en FF, donde queda en cercania con el motivo GGLG, W86 y la prolina del motivo VCP de Cp. El
movimiento de extensidn del Cr loop, deja expuesto al disulfuro, lo que facilitaria la reduccion por
Trx.

Algo que sigue siendo poco explorado, es la cooperatividad y/o alosterismo entre sitios activos
dentro del dimero. Algunos trabajos sugieren un camino de aminoacidos que conectan ambos
sitios, estableciendo una comunicacion intersubunidad®. Otro trabajo, sugiere que HsPrx2
presenta cooperatividad positiva y negativa entre sitios activos del mismo dimero®. En este caso,
se plantea que la formacion de CpSOH en un sitio estimula la oxidacion en el otro, mientras que
la forma disulfuro la desfavorece. Al dia de hoy, no se ha propuesto un mecanismo claro de
funcionamiento alostérico. De todos modos, estas Prx cumplen con los requisitos para ser
enzimas alostéricas: son homooligdmeros simétricos que presentan sitios activos idénticos en
subunidades distintas.

El decamero

En el decdmero, 5 dimeros interaccionan entre si para formar un anillo toroide de alrededor de
220 kDa, con una distintiva simetria pentagonal, donde los mondmeros establecen interacciones
a través de los dos tipos de interfases posibles en Prx, la Ay la B?2. La asociacién ocurre a través
de la interfase tipo A entre mondmeros de dimeros vecinos y ocupa una superficie de alrededor
de 650 A2 por monémero (Figura 1.19B). Podemos dividir la superficie de interaccién en 4
regiones (Figura 1.19A): las primeras dos estan centradas en el Cp loop y a3 respectivamente, son
complementarias entre mondmeros adyacentes y constituyen el 70% de la superficie de
interaccion junto con F25 en B2 y V187 en a782. El resto de la superficie de interaccién se da de la
misma forma complementaria entre la regiones lll y IV, ubicadas en loops entre B5-a5 y a5-f6,
respectivamente.
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Figura 1.19. Decamero de AhpC/Prx1. A. Mapa de elementos de estructura secundaria de AhpC/Prx1, donde se
destacan en verde y azul los elementos en los que se centran las interfases tipo A y B respectivamente. Los
recuadros amarillos con lineas punteadas ubican las regiones | a IV de la interfase de decamerizacién. Las etiquetas
amarillas representan Cpy Cr. B. Vistas frontal y lateral del decdmero de HsPrx2 (PDB:7KIZ), en la Ultima se destacan
los dos tipos de interfases (A verde, B azul). Los mondmeros que interaccionan a través de la interfase A se
representan en gris y el que lo hace a través de la B en azul claro. C. A la izquierda se representan las regiones | a
IV dentro de la interfase de decamerizacidn coloreadas segun A. En los paneles de la derecha se muestran los
residuos involucrados en la interaccién entre las distintas regiones. La linea punteada verde marca el limite entre
dimeros vecinos en la interfaz.

Si trazamos una linea a lo largo de la superficie de interaccion, las regiones | y Il se encuentran en
la parte externa del anillo, mientras que Ill y IV se ubican en el interior (Figura 1.19C). Las
interacciones entre las primeras dos regiones son mayoritariamente hidrofdbicas, donde los

residuos F49 y F81 han demostrado ser cruciales para la interaccién®2* No obstante, también
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se dan algunos contactos polares, por ejemplo, entre T82 en el centro de la superficie de contacto.
Generalmente se elige mutar esta posicion para obtener variantes exclusivamente diméricas
37,718586 | s regiones Il y IV forman una superficie de contacto mas pequefia y menos hidrofébica
debido a una mayor presencia relativa de residuos cargados (R109), que acomodan sus porciones
alilicas en el interior y exponen sus grupos cargados al solvente?®?,

Un rol importante del decamero tiene que ver con la interaccion con proteinas del ciclo catalitico.
En el caso de AhpC de Salmonella, los decdmeros oxidados son mejor sustrato de AhpF que los
dimeros, en el paso de reduccién’4. Para la reducciéon dependiente de Trx atin no es claro el rol
del estado oligomérico. Por otro lado, para las formas sobreoxidadas, la estructura del anillo
permite que se den interacciones especificas con Srx, indispensables para regenerar CpSOH a
partir de Cp-SO,H"L.

El decdmero no es el estado oligomérico mds grande que estas Prx pueden lograr, en algunos
circunstancias se han visto agregados de mayor peso molecular formando filamentos de anillos
apilados®”88, o, dodecaedros®. Se sugiere que el apilamiento entre anillos ocurre entre hélices a2
y 06 y hojas B2 de decdmeros vecinos, en una interfase llamada “tipo R”°. Estas estructuras estan
asociadas a una funcién tipo chaperona/holdasa®?, como indican experimentos de prevencién y
resolucidn de la formacidn de agregados proteicos®??3. Se sugiere que la funcién holdasa ocurre
cuando se pierde la actividad peroxidasa por sobreoxidacién de Cp, lo que representa un “switch”
funcional.

Dinamica de oligomerizacion

Existen varios factores que desplazan el equilibrio de oligomerizacion de Prx hacia decamero,
dimeros, o incluso formas de alto peso molecular (APM). Algunos son parte del comportamiento
nativo de la enzima y otros son de origen artificial, inducidos por condiciones experimentales. En
la figura se esquematizan aspectos generales que influyen en la distribucién de especies en el
equilibrio.

pHL T[] pH,W T[]

APM Decamero Dimero

Figura 1.20. Dinamica de oligomerizacion de AhpC/Prx1. El estado redox de las cisteinas de sitio activo se
representa arriba de cada forma oligomérica. En el caso de la forma de alto peso molecular (APM) se representa
Cr en su forma sulfinato (SO27) y sulfonato (SO3’). Ademas del estado redox, el pH, la fuerza idnica (u), la
temperatura (T) y la concentracién de proteina ([]) pueden afectar los equilibrios de oligomerizacién.
Representaciones construidas a partir de PDB:7KIZ.
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El hecho de que Cpr loop sea parte de la interaccidn, hace que las Cp en dimeros vecinos estén
comunicadas estructuralmente a través de la interfase tipo A. Por lo tanto, los cambios
estructurales en uno de esos sitios activos van a ser percibidos por el otro, a través de la superficie
de interaccién. Las modificaciones oxidativas de las cisteinas cataliticas son una clara evidencia
de este fendmeno. El estado ditiol se asocia con la estructura del anillo, en cambio la formacién
del disulfuro Cp-Cr, acompafiada de la transicion conformacional FF-LU, tiende a separar el
decdmero en dimeros8%%>2426 sjtuacion que se revierte luego del agregado de reductores como
DTT34%, Las formas sobreoxidadas Cp-SO2H y Cp-SO3H generan un estado FF metaestable,
favoreciendo al decamero vy, en ciertos casos, induciendo la formacion de estructuras de mayor
peso molecular relacionadas con la funcién holdasa®’.

Al mismo tiempo, esta evidencia implicitamente sugiere un vinculo directo entre la dindmica de
oligomerizacién y la de la transicion FF-LU. Se podria plantear, que cuanto menos movil sea la
region del Cp loop, Cr loop y a7, mas estable es el decdmero y mds se conservan las interacciones
del estado FF que maximizan la reaccion con H,0,. Cualquier modificacidon que desestabilice FF y
favorezca LU, llevara al colapso parcial o total de la estructura decamérica. En muchos de los
ejemplos anteriores, donde mutantes, modificaciones o versiones truncas de Prx generaban
cambios en la estabilidad del sitio activo (tanto en N como C-terminal) y la actividad peroxidasa,
también presentaban alteraciones en la proporcion de dimeros y decameros con respecto a la
version salvaje o wild type (wt)>*77.789638 Sjsuiendo la linea del trabajo con Prx humanas y
sobreoxidacion, la evidencia sugiere que el dimero es mds robusto que el decdmero. En otras
palabras, cuanto mayor sea la estabilidad del decdmero, mas probable sera que la Prx se
sobreoxide?®°6.77,788295 Esto podria deberse a un cambio en la velocidad de sobreoxidacién y/o
en la de resolucién.

Sin embargo, la liberacidn de las restricciones conformacionales inducidas por el decamero no
son solo ganancia. Mutaciones que generan Prx exclusivamente diméricas, presentaron pérdidas
de dos ordenes de magnitud (o mas) en la velocidad de formacién de CpSOH y un aumento del
pKa de Cp, acompafiado de una disminucién de ket en el ensayo en presencia de reductor3”7483,99,
En el caso de Tsal de S. cerevisiae, mutantes exclusivamente diméricas carecieron de actividad
peroxidasa, tanto en el ensayo con el sistema Trx, como en medidas de oxidacion directa
siguiendo fluorescencia de Trp en stopped-flow®®.

Sustituciones en los aminodcidos de la tétrada catalitica también repercuten en la proporcién de
dimeroy decameros en el equilibrio y en la actividad peroxidasa. La sustitucidn Cp por Ser favorece
al decamero e incluso formas de mayor peso molecular, mientras que en variantes de Cg por Ala,
Ser, Asp o Trp se ve un aumento de la proporcion de dimeros®#748>, Mutantes de aminoacidos del
Cr loop (Thrd8 y Phe 49) alteran el equilibrio de oligomerizacidon hacia dimeros o decameros
dependiendo de la sustitucién y la Prx en cuestion’4868, Por Gltimo, otra regidn cuya modificacién
altera el equilibrio conformacional es el extremo N-terminal. En el caso de HsPrx3, el hecho de
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introducir una cola de histidina en esa region como etiqueta de afinidad, estabiliza la forma
decamérica e incluso induce la formacién de anillos apilados889>190,

Otros factores que alteran la oligomerizacién de Prx son la fuerza iénica (n), el pH, la temperatura
y la concentracidn de proteina. Desde bastante temprano en la historia de Prx, se ha visto que
iones como sulfato (SO4) y fosfato (PO4’) al igual que el agregado de sales como KCl tienden a
favorecer el decdmero'®?, Sin embargo, en el caso de AhpC de M.tuberculosis una concentracién
de NaCl de 1.5 M aumenté la presencia de dimeros'® y en Prx1 de rata se vio una tendencia a la
disociacidn con concentraciones crecientes de NaCl'°3. En suma, el efecto de la fuerza iénica sobre
la dindmica de oligomerizacién depende del tipo de sal y Prx a estudiar. En cuanto a la influencia
del pH, generalmente se observa que a valores por debajo de 6 predominan los decameros vy los
APM, mientras que a un pH superior a 7.5 se favorece la forma dimérica8®194105 En definitiva,
tanto el efecto de p, como el pH, destacan la relevancia de las interacciones polares e idnicas en

el equilibrio de oligomerizacion.
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1.2. Principios de sefializacion redox

1.2.1. Especies reactivas y estrés oxidativo

La senalizacion redox se puede definir como la respuesta celular ante la presencia de moléculas
gue modifican el estado de oxidacidon de componentes celulares especificos, mediante reacciones
de oxidacién y reduccidn. Las primeras moléculas identificadas como segundos mensajeros de
este tipo de senalizacidon, fueron especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS, “reactive oxygen
species”) y el nitrégeno (RNS, “reactive nitrogen species”), que principalmente actian como
oxidantes. También existe una sigla que agrupa ROS y RNS en un solo término, que es el de
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (RONS, “reactive oxygen and nitrogen species””).
Ademas de las RONS, especies derivadas del sulfuro de hidrégeno y azufre sulfano (de origen
organico e inorganico) también se han visto involucradas en la regulacion de procesos fisiolégicos,
actuando como reductores u oxidantes de componentes de la magquinaria celular'®®, La
efectividad de la sefializacion a través de estas especies va a depender de su estabilidad,
especificidad y metabolismo. A continuacidon, me centraré en las especies derivadas del oxigeno,
describiendo su origen, remocion y ejemplos de regulacion de procesos celulares en los que estan
involucradas.

La vida en aerobiosis y especies reactivas del oxigeno

La aparicidon de O; en la atmdsfera representd una oportunidad para el desarrollo de formas de
vida mdas complejas, debido en parte a una mayor eficiencia energética por usar al O, como
aceptor final de electrones en el metabolismo!%’. Sin embargo, trabajos en el area de radicales y
oxidantes revelaron que la funcidon biolégica de los organismos aerobios estd ligada a la
produccion de oxidantes fuertes, que potencialmente podrian representar un peligro para la vida.
A este concepto se lo define como la paradoja del O;, donde se lo describe como indispensable y
peligroso al mismo tiempo.

El término “ROS”, es definitivamente amplio e incluye especies parcialmente reducidas del O,
como el radical anién superdxido (O2), H202 y radical hidroxilo (HO*). También quedan
comprendidas en este término moléculas como el radical peroxilo (ROO*), radical alcoxilo (RO*) e
hidroperéxidos organicos (ROOH). Incluso, podemos desafiar los limites de las definiciones de
otras especies reactivas, como las RNS, y decir que también son ROS, ya que el oxigeno es el
atomo que actia como oxidante (ONOOH y NO*). Por eso, ante tal ambigliedad, se incita a los
lectores que se quieran introducirse en el mundo de la biologia redox, a no caer en la tentacion
de la simplicidad de una palabra de 3 letras y mencionar la especie oxidante especifica siempre
gue sea posible.

La fuente principal de las ROS tradicionales (02, H,02y HO") a nivel intracelular en condiciones
fisioldgicas es la mitocondria, ya que es el organelo donde la mayoria del O, es reducido'®®. Dentro
de las mitocondrias, el O es la ROS que primero se genera. La generacion mitocondrial de O™
es considerada no-enzimdtica, se vincula con los complejos |, Il y 1111°%110 y |3 cantidad producida
se relaciona con el estado redox de los transportadores de electrones'®® y el estado del gradiente
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quimiosmotico a través de la membrana mitocondrial internat!l. El O, también puede generarse
de forma enzimatica, a través de la actividad de las enzimas NADPH oxidasa (NOX), xantina
oxidasa y el sistema citocromo P450, entre otras!'%!1?, E| O, es una especie bastante inestable,
ya que rapidamente puede transformarse en H;O, a través de una reaccidon de dismutacidn
espontdnea, con una velocidad en el orden de 10° M sl. Ademas, esta reaccidn puede ser
acelerada por la enzima superoxido dismutasa (SOD), llegando a velocidades cercanas al limite de
difusion (10° M1s1)113,

Estrés oxidativo y sefializacion redox

El concepto inicial de estrés oxidativo, definido por Helmut Sies en el afio 1985'!4, se basa en una
inclinacion del balance entre prooxidantes y antioxidantes hacia los primeros. Esto remite a una
situacion donde el aumento de oxidantes a partir de cierto valor conduce al dafio celular y
eventualmente a la patologia. Este concepto escalé rapidamente en el campo de la medicina,
incluso llegando hasta el publico general, instaurando la idea de que la calidad de vida se mejora
manteniendo los niveles de oxidantes al minimo o directamente eliminandolos. Sin embargo, esta
vision extremista no ayuda a responder qué sucede con los prooxidantes cuando no se pasa ese
valor umbral, ni tampoco alcanza para explicar como se regula el balance prooxidantes-
antioxidantes. A medida que avanzaron las investigaciones y el conocimiento en el area de la
biologia y biomedicina redox, empezd a ser necesario idear términos para definir distintos estados
del balance entre prooxidantes y antioxidantes. En consecuencia, se comenzd a categorizar al
estrés oxidativo seguin su intensidad y formas especificas a través de las que ocurre!'%'1> Dentro
de la categoria de intensidad, es interesante detenerse en el concepto de estrés oxidativo basal,
o, “euestrés” oxidativo (también estrés oxidativo fisioldgico y positivo). En esta situacion existe
una relacién sana entre la cantidad de moléculas oxidantes y la sobrevida celular y es prueba que
la presencia de oxidantes en efecto es necesaria para sustentar la fisiologia. El estrés oxidativo,
tanto como modificacion oxidativa reversible, o, como produccion de dafio en biomoléculas,
atraviesa los niveles fundamentales de la biologia, desde la integridad y el mantenimiento del
genoma hasta el proteoma y el metaboloma (Figura 1.21).

En el contexto del estrés oxidativo fisioldgico, es donde podemos comenzar a hablar de regulacion
mediada por procesos de sefializacion redox, es decir, regulacion redox. De esta forma, se integra
la informacion de los niveles de oxidantes a la red de regulacién de los procesos fisioldgicos, a
través de una compleja comunicacion entre actividades oxidantes y antioxidantes. Es necesario
mencionar, que no es correcto hablar de un potencial redox global en la célula, debido a que
dentro y fuera de la misma pueden coexistir distintos estados redox, por ejemplo, en distintos
compartimentos subcelulares. Ademas, hablar de potencial redox implica hablar de equilibrio, lo
gue también es incorrecto debido a que los sistemas bioldgicos estan fuera del equilibrio y se
encuentra definidos por un estado estacionario. Los flujos de generacién y consumo de oxidantes
en distintas ubicaciones dentro de una célula o un tejido, van a definir una “tonicidad” redox, que
dependera principalmente de actividades enzimaticas. Por eso, cada tipo celular contara con un
perfil redox especifico, dado por los niveles de expresidn de genes pro y antioxidantes, para su

funcionamiento dentro del margen fisioldgico®°.
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Estrés Estrés
Oxidativo Oxidativo
Alto PROTEQMA Fisiologico

TRANSCRIPTOMA
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Figura 1.21. Importancia del estrés oxidativo en la biologia. El esquema representa la importancia que
tiene la relacidn entre prooxidantes y antioxidantes en establecer condiciones propicias para el
funcionamiento biolégico a través de la regulacién redox en condiciones de estrés oxidativo fisioldgico.
Cuando el organismo se aleja de esta situacién, el aumento de oxidantes y fendmeno de oxidacidn de
biomoléculas, afecta la coordinacién y funcionamiento de procesos bioldgicos en el estrés oxidativo alto.

La regulacién redox puede ocurrir por modificacion de una actividad enzimatica u otra funcion
proteica, o a nivel transcripcional. Por ejemplo, el heterodimero formado entre los factores de
transcripcién Fos y Jun cambia su unidn al ADN a partir de la oxidacion/reduccién de residuos de
Cys conservados en su dominio de unién al ADN'%¢, Ademds, la familia de factores de transcripcién
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FoxO, que controla la transcripcion de genes que codifican proteinas antioxidantes
mitocondriales (HsSOD2, HsPrx3 y HsPrx5), esta sujeta a regulacién redox a nivel de sus
modificaciones postraduccionales, interacciones con reguladores, entre otros'*’. Incluso, otros
mecanismos de sefializacion pueden estar bajo el control de la regulacion redox. Esto sucede en
el caso de fosfatasas y quinasas, donde la regulacién redox puede controlar la duracién vy
amplificacién de las sefiales de fosforilacién!'®. Por otro lado, la modificacién oxidativa de las
cadenas laterales de Cys, Met, Pro, Hisy Trp (en orden decreciente de reactividad y reversibilidad)
puede modificar la funcién de proteinas!'®. Uno de los casos mas frecuentes, son las
modificaciones reversibles en los grupos tiol de Cys!?°. Uno de los primeros casos en los que se
detecté que la modificacion redox de un tiol regulaba un proceso bioldgico, fue en el transporte
de hexosas, donde la oxidacidn de Cys era necesaria para mantener la actividad del transportador
de 3-O-metilglucosa®®!. Las posibles modificaciones redox reversibles en Cys son la formacion de
enlaces disulfuro intra o intermoleculares, generacion de acidos sulfénicos (R-SOH), nitrosacién o
glutationilacién??27124, La reversibilidad de estas modificaciones esta mediada principalmente por
Trx y Grx-GSH a expensas de sus respectivas reductasas y NADPH.

1.2.2. H,02 como segundo mensajero

Dentro de las ROS, el H,0; es el mejor candidato para ser segundo mensajero de seiiales de
oxidacién'?>, En primer lugar, es de las especies mdas estables dentro de las ROS, ya que no es un

126 3 diferencia del HO" que

radical y tiene una reactividad con moléculas bioldgicas mas limitada
reacciona esencialmente con cualquier biomolécula con una velocidad dependiente de su
difusién?l9127 Esto le permite difundir una distancia determinada hasta reaccionar con un blanco
adecuado. En segundo lugar, tiene una especificidad de reaccion bastante marcada, ya que
reacciona preferentemente con tiolatos, seleno proteinas y centros metdlicos'?’. Por ultimo, al
no poseer carga neta, el H,0; puede difundir libremente a través de membranas, ya sea

atravesandolas directamente!?8, o, por canales como acuaporinas'?® o peroxiporinas®3°,

Fuentes y sistemas de consumo

Como se menciond en la seccién 1.2.1, una de las fuentes principales de H,0; es el O,*. Todo
fendmeno o sistema capaz de generar O también formara H.0,, siempre y cuando el primero
no se consuma por otras vias. Los primeros reportes de presencia de H.0; en sistemas bioldgicos

131 132 como compartimentos que producen este

mencionan a peroxisomas* y mitocondrias
oxidante. Incluso, trabajos anteriores a estos sugieren la produccion de H,O; a partir de
actividades enzimaticas especificas, como la de la xantina oxidasa'33. Dentro de la mitocondria, el
H.0; se produce a partir de la generacién de Oy en los complejos |, Il y lll de la cadena de
transporte de electrones3*y su dismutacién por SOD1 (espacio intermembrana) y SOD2 (matriz).
La produccion de Oy vy, por lo tanto de H,0;, depende de la concentracion de O3, el estado del
gradiente de protones (fuerza protdon-motriz), el estado de la produccién de ATP y los cocientes
NADH/NAD* y CoQH2/CoQ (CoQ, coenzima Q)'3>. Sin embargo, existen otras fuentes de H,0,
mitocondriales, a través de enzimas cuya catdlisis tiene como producto O, que luego pasa a H,0;

por la actividad de las SOD. Algunas de estas enzimas son de la matriz mitocondrial, por ejemplo,
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el complejo de la piruvato deshidrogenasa, deshidrogenasa de aminoacidos de cadena ramificada
y la a-cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo de Krebs!3®. Otras enzimas, se encuentran unidas a
la membrana mitocondrial interna y producen H>O; en el espacio intermembrana; por ejemplo,
succinato-quinona reductasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, prolina deshidrogenasa, entre

otras34,

El H,0O, también puede ser producido en otros compartimentos celulares, por otras actividades
enzimaticas (Figura 1.22). Una de las principales fuentes de H,0; fuera de la mitocondria son las
enzimas NOX. Estas enzimas catalizan la reduccidn por un electrén del Oz para formar inicialmente
02 que luego es transformado en H,0; por dismutacidén espontdnea o accién de SOD. Las mismas
fueron descubiertas en células fagociticas (neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, etc.), debido a
gue representan una herramienta fundamental para combatir microorganismos mediante el uso
de ROS'. Sin embargo, el descubrimiento de distintas isoformas en células no fagociticas,
demostrd que la funcidén NOX va mas alld de la eliminacién del patdégeno y que juega un rol

importante en la produccién de H.O; para mediar eventos de sefalizacidn relacionados con
137,138

factores de crecimiento y citoquinas

Figura 1.22. Fuentes y consumo de Hz0:. A la izquierda se representan las fuentes principales de H20z. De arriba
hacia abajo: activacién de NOX por procesos relacionados a unién receptor-ligando y produccién H.0; extracelular,
que luego puede ingresar por difusion simple o facilitada por canales (AQP, acuaporina); produccién mitocondrial
de H202; producciéon de H20: en el reticulo endopldsmico en el proceso de plegamiento oxidativo de proteinas;
produccion de H202 por oxidasas de lipidos en el peroxisoma. En el lado derecho se esquematizan los principales
sistemas de consumo de H20, Prx, GPx y Catalasa (CAT). Los rectangulos sobre las proteinas representan residuos
de sitio activo en distintos estados de oxidacion: Cys-SH (amarillo), Sec-SeH (verde lima), Cys-SOH y Sec-SeOH (rojo)
y disulfuros (dos amarillos unidos, o, un amarillo alargado cuando es con GSH).
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Otro compartimento celular que mantiene una produccién sostenida de H;0; es el reticulo
endoplasmico. Alli, el plegamiento oxidativo de proteinas mediante formacién de enlaces
disulfuro mediado por las PDI y la oxidorreductina del reticulo endoplasmico (Erol), genera un
mol de H>0; por cada disulfuro®®®. Por ultimo, otra fuente de H,0, es la actividad de oxidasas
peroxisomales de la B-oxidacion de lipidos4©,

Para contrarrestar los aumentos indeseados de H,0,, existen sistemas antioxidantes de enzimas
gue se encargan de descomponerlo eficientemente. Las defensas principales contra el H,0,, son
las Catalasas, GPx y Prx, en orden histérico. La actividad de |a catalasa se encuentra generalmente
confinada en los peroxisomas de las células, aunque también se han detectado en otros

141 142

compartimentos'*, como mitocondrias*?, mientras que GPx y Prx presentan varias isoformas en

distintos compartimentos.

Las catalasas son peroxidasas ubicuas presentes en todos los organismos aerobios, que dependen
de un grupo hemo para descomponer 2 moléculas H,0, en H;0 y O,. La enzima consiste en un
tetramero de 240 kDa, donde cada subunidad posee un grupo hemo férrico (protoporfirina IX) de
sitio activo, dentro de una cavidad pequefia. La catalisis consiste, en primer lugar, en la oxidacion
del grupo hemo por H20;, para formar el compuesto | y liberar una molécula de H,0. El compuesto
I, consiste en un oxoferril Fe'Vy el radical catidnico en el anillo de la porfirina y tiene un espectro
UV-VIS que se caracteriza por el descenso en la absorbancia a 400 nm aproximadamente3®. En el
segundo paso, una segunda molécula de H,0> reacciona con el compuesto | para formar H,O y O2
(Figura 1.22). Desde el punto de vista cinético, la enzima no presenta un comportamiento clasico
de Michaelis-Menten, ya que no es posible saturarla. Ademas, su actividad comienza a disminuir
a concentraciones altas de H,0, (> 3 M) por inhibicidn por sustrato!*3. De todas formas, se trata
de una de las enzimas mas rapidas, con una constante de velocidad en el orden de 107 Mts1144
y un ket entre 50 x 10% y 108 s71 145, Otros aspectos relevantes son su robustez ante condiciones
extremas como pHy [H202] >5 My su capacidad de unir NADPH®,

Las GPx, al igual que las Prx, pertenecen al grupo de las peroxidasas independientes de grupos
prostéticos o cofactores, también son enzimas ubicuas y presentan residuos de selenocisteina
(Sec) o Cys de sitio activo. Estas proteinas pertenecen a la suprafamilia Trx y presentan una
variedad estructural amplia, desde mondmeros a tetrameros e incluso miembros asociados a
membranas'#’. A diferencia de las Prx, esta familia de peroxidasas usa GSH para reducir H20; y
otros ROOH, en un mecanismo analogo al de Prx, que comienza con la formacion de acido
selenénico (SeOH) y H,0 al reaccionar con H,0;. Luego, el selenolato inicial es reestablecido a
partir de dos reacciones consecutiva con GSH, donde se libera una segunda molécula de H,O y se
genera GSSG, que es finalmente reciclado a GSH a partir de GR y NADPH!#® (Figura 1.22). No
obstante, existen GPx (generalmente las que poseen Cys en lugar de Sec) que pueden reducirse
por vias independientes de GSH, como, por ejemplo, Trx-TR-NADPH o incluso PDI**’. Desde el
punto de vista cinético, estas enzimas son igual de reactivas que Prx y catalasas en el primer paso
de peroxidacién, con constantes de velocidad en el orden de 107 M s 45, Al igual que las
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catalasas, las GPx tampoco presentan una cinética michaeliana clasica y son “insaturables” en el
primer paso dependiente de ROOH, acorde al mecanismo propuesto por Flohé*°. Sin embargo,
la etapa de reduccidn es mas compleja, ya que requiere de dos pasos de reaccidon consecutivos
con GSH que implican procesos adicionales de asociacion y disociacién de GSH y GSSG. Este paso
se caracteriza por una constante de velocidad en el rango de 103-10° M s y va a depender de la
GPx y el reductor en cuestién®. Ambos sistemas (Prx y GPx), dependen finalmente del poder
reductor proveniente del NADPH, por lo tanto, la regeneracion metabdlica de NADPH es un
aspecto clave de los sistemas de consumo de H;0;.

Volviendo al concepto de estrés oxidativo (ilustrado en la Figura 1.21), el rango de
concentraciones de H,O; va a estar relacionado con los procesos bioldgicos que puedan ocurrir
en la células, desde proliferacion y migracion (1-100 nM, “euestrés”), respuestas adaptativas a
estreses moderados (0.1-1 uM), hasta el arresto del crecimiento celular y muerte (>1 uM, estrés
oxidativo alto)!38. En estos escenarios, la concentracién de H,03, no sélo dependerd del flujo de
produccién, sino también de su eliminacién por parte de las proteinas antioxidantes que
conforman su sistema de consumo (Catalasa, GPx, Prx). Como se menciond anteriormente, la puja
entre las fuentes y los sistemas de consumo, va a definir la concentracion de estado estacionario
de H;0; adecuada en una ubicacién celular determinada para mantener un proceso bioldgico, o,
para disparar una respuesta de adaptacion ante un estrés.

Tioles como blancos bioldgicos

Las Cys son particularmente interesantes en el campo de la sefializacion redox, ya que los tioles
pueden reaccionar de forma apreciable con casi todos los oxidantes fisioldgicos. La oxidacion de
tioles puede ocurrir por oxidantes de uno o dos electrones, dando como resultado distintos
productos®™° (Figura 1.23). En el caso de la oxidacidn por dos electrones de un tiol proteico, el
primer producto formado es el acido sulfénico que, a su vez, puede formar disulfuros intra o
intermoleculares con otros tioles dentro de la misma cadena polipeptidica o con otras
subunidades o proteinas. R-SOH también puede reaccionar con tioles de bajo peso molecular
como GSH, coenzima A o acido lipoico, para formar disulfuros mixtos. Ademas, puede generarse
la condensacion reversible entre P-SOH y amidas adyacentes para formar sulfenilamidas. Por
ultimo, la reaccién de P-SOH con oxidantes fuertes puede llevar a productos de oxidacion como
el 4cido sulfinico (P-SO2H), sulfénico (P-SOsH), sulfinamidas y sulfonamidas'>>>2, Algunos de estos
productos de oxidacidn son irreversibles (como el caso de Cp-SO3H en Prx).
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Figura 1.23. Vias de oxidacion de tioles proteicos por uno y dos electrones. Las flechas rojas representan las vias
de oxidacién por dos electrones, mientras que las azules las de un electrén. La letra “P” es proteinas y la “G”
representa el resto de la molécula de GSH. Extraido y modificado de Winterbourn y Hampton®>°.

En cambio, la oxidacién por un electrdn lleva a la formacion del radical tiilo (P-S°), que tiene un
distinto conjunto de reacciones posibles, siendo la mas favorecida en condiciones aerobias la
reaccion con tiolatos para formar el anién disulfuro radical. Tanto esta especie, como P- S, pueden
reaccionar con O; para formar O,*y H,0,, contribuyendo al aumento de oxidantes y propagacion
de reacciones radicalares®3%4, Por ultimo, P-S: también puede reaccionar con otras biomoléculas
como &cidos grasos insaturados y antioxidantes como el ascorbato®%%5>,

Dada su reactividad preferencial con los grupos tiol de residuos de Cys, el mecanismo general
planteado para la sefializacion por H;0. es a través de la oxidacidon de estos residuos en
proteinas!10,114,126,127,138,150,156-159 Gin embargo, a pesar de ser un oxidante fuerte (E®=1.32 V), las
reacciones entre H,0, y moléculas biolégicas en general son bastante lentas, incluso con tioles

160 vy de bajo peso molecular’>’. Esto se debe a la alta energia de activacion que

proteicos
caracteriza a estas reacciones, lo que las hace depender mds de la cinética que de la
termodinamica. Una caracteristica clave para la reactividad del H,O;, es la polarizabilidad del
enlace 0-0 que le permite ser un electrofilo. Como se vio en la catalisis de Prx, el aumento de la
polarizacion del enlace O-O en el sitio activo hace que el H,0; incremente su reactividad con Cp
hasta 7 6rdenes de magnitud si se compara con Cys libre en solucion. Al ser un oxidante de dos
electrones, el H,O; reaccionara con tiolatos en residuos de Cys, GSH u otros tioles de bajo peso
molecular y generard R-SOH como modificacion oxidativa inicial (Figura 1.23). Los 4cidos
sulfénicos son mas reactivos y menos estables en general, por lo que rdapidamente pueden
reaccionar con tioles dentro de la misma u otra proteina, tioles de bajo peso molecular, o, formar

sulfenamidas entre otros productos (Figura 1.23).

En este sentido, el H,0; inicia la sefalizacion mediante la generacion de acido sulfénico, que tiene
una reactividad mas diversa y aumentada'®?, permitiendo asi amplificar la sefial. Otro detalle muy
importante, es que estas modificaciones son reversibles, algo clave en los fendmenos de
sefializacion y modulacion covalente, ya que marca la duracion y la amplitud del estimulo. Los
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disulfuros proteicos pueden ser reducidos por el sistema Trx, mientras que los disulfuros con GSH,
los acidos sulfénicos y las sulfenamidas, pueden reducirse con GSH o GSH-Grx.

Ahora bien, la sefializacién por H,0; a través de la reaccién con tioles tiene un gran problema,
que es la colosal diferencia de reactividad entre Cys de proteinas que no tienen una funcién
antioxidante con las Cys o Sec excepcionalmente reactivas de los sistemas Prx y GPx. En este
escenario de competencia, si se calcula el porcentaje de H,0, que reaccionara con los grupos tiol
de los distintos competidores (teniendo en cuenta pKa, concentraciones celulares y constantes
de velocidad), se espera que casi todo el H,O; sea captado por las Prx, dejando un menor
porcentaje al sistema GPx debido a una menor abundancia (Figura 1.24A). Mientras tanto, tioles
como el del GSH y el de Cys regulatorias en proteinas blanco de sefializacién (como PTP1B), estan
ampliamente desfavorecidos en esta competencia, con porcentajes de consumo esperados
menores al 0.01%*26.
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Figura 1.24. Reactividad y difusion del H20:2 en presencia de tiol-peroxidasas. A. Porcentaje de H202 consumido
por distintos tioles proteicos y GSH (Cdc25B, fosfatasa 2 inductora de fase M). Extraido y modificado de
Winterbourn!?®, B. Simulacién de concentraciones de H202, CpSH, CpSOH, Cp-Cr y CpSO2H (de Prx 1 y 2 humanas)

en funcién de la distancia desde una membrana a un flujo de 0.4 uM H20.. Extraido y modificado de Travasso et
a|161_

Otro aspecto a tener en cuenta es el de la difusidén del H,0,. Se ha planteado como alternativa
para explicar la oxidacion de tioles poco reactivos, la difusidon restringida y aumento de la
concentracion local de H,0; en el sitio donde se encuentra el tiol blanco. Sin embargo, esto es
muy poco probable dado el alto coeficiente de difusion del H,0; (seria muy similar al del H,;0),
por lo que seguramente la molécula se escape, o sea consumida, antes de poder encontrarse de
forma reactiva con ese tiol. Ademas, en el caso de que el H,0; deba difundir a un sitio especifico
para oxidar un blanco, esa difusiéon se encuentra limitada a menos de 3 um debido a la
intercepcion por parte de los sistemas Prx y GPx (Figura 1.24B)°0161162 En suma, la proximidad
del blanco con la fuente de H.0; podria ser necesaria, pero, no garantiza la oxidacidn.

Entonces, icomo es posible que el H,0; llegue a reaccionar con esas Cys ante la presencia de
sistemas antioxidantes tan eficientes y potentes? Esta es una pregunta clave en el campo de la

sefializacion redox, ya que catalizé la formulaciéon de dos paradigmas sobre la seiializacién por
H,0..
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Paradigmas de sefializacion

Existen dos modelos para explicar los fendmenos de transduccion de sefiales del H.O; a proteinas,
a través de la oxidacidén de Cys. Los mismos intentan explicar como el H,02 logra oxidar Cys
regulatorias poco reactivas (a priori) en proteinas con bajos niveles de expresidn, ante la
presencia de peroxidasas excepcionalmente reactivas y abundantes.

El primer paradigma es el del modelo, o, hipdtesis de “floodgate” (compuerta en espafiol). Este
modelo, introducido por Wood?3, sostiene que la sefializacion por H,0, ocurre a expensas de la
inactivacion o inhibicion de su sistema de consumo principal, es decir, Prx (Figura 1.25). En otras
palabras, la Unica manera que tienen las Cys regulatorias de competir seria eliminando a su
oponente. Las bases de esta hipdtesis radican en la sensibilidad de Prx a la inactivacion por
sobreoxidacién. Entonces, a partir de ciertos valores umbrales de H;0,, las Prx comenzarian a
inactivarse por sobreoxidacion, lo que causaria un aumento local en la concentracion de H,0; que
facilitaria la reaccién directa con Cys regulatorias. Al ser un efecto local, el resto de los blancos
celulares no serian activados, garantizando wuna especificidad espacio-temporal. La
sobreoxidaciéon no seria la Unica manera posible para inactivar Prx. Algunos trabajos han
demostrado que la modificacion covalente de Prx por fosforilacion a través de quinasas disminuye
su actividad peroxidasa a nivel local. La disminucion de la actividad peroxidasa permite que los
niveles de H.0, aumenten haciendo posible la oxidacidn de proteinas fosfatasas y de esta forma
regular procesos de fosforilacion/desfosforilacion'®3164, En ambos escenarios, la reparaciéon de
Prx sobreoxidada por Srx y la desfosforilacion por fosfatasas, haria que el sistema vuelva a su
estado inicial.

Por otro lado, esta el modelo de “redox relay” (relevos redox en espafiol), donde se propone que
las peroxidasas dependientes de tioles (Prx y GPx) actian como sensores de H,0;, oxidandose y
transfiriendo esta oxidacién a los tioles menos reactivos de proteinas blanco, a través de sus
formas R-SOH o disulfuro, entre otras!?”1°0:15%,165 (Figura 1.25). Este modelo garantiza la
especificidad de la transmision de la seial, debido a que implica interacciones proteina-proteina
entre la peroxidasa y la proteina blanco. Ademas, la excepcional reactividad de las peroxidasas
junto con su abundancia, hace que el sistema pueda responder rapidamente a pequefios cambios
en las concentraciones del oxidante y ser compatible con los tiempos en los que ocurren los
eventos de sefializacidon. En este modelo, las peroxidasas dejan de ser competidores y pasan a ser
facilitadores de la oxidacién de tioles en Cys regulatorias. La primera evidencia de una peroxidasa
involucrada en este mecanismo de sefializacion, fue en S. cerevisiae, donde se identificd a GPx3
como sensor y transductor de la sefial de H,0; hacia el factor de transcripcidon Yap1'®. En este
caso, se encontrd que luego de oxidar con H;0,, la Cys peroxidatica de GPx3 forma un enlace
disulfuro con una Cys de Yap1, que luego se resuelve a un disulfuro intramolecular en Yap1, que
es su forma activa. Mas tarde, se observd que esta transferencia de oxidacién desde GPx3 a Yap1,
dependia de una proteina “scaffold” llamada Ybp1!¢’. Otra situacion similar, se observé en
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), donde una AhpC/Prx1 (Tpx1) forma un disulfuro mixto
con una quinasa de respuesta a estrés (Styl) a través de Cp en presencia de H,0,®%. Esta

modificacion activa a la quinasa y permite amplificar la sefial de estrés.
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Floodgate

Figura 1.25. Modelos de sefializacion por H20: a través de la oxidacion de tioles proteicos. En la figura se
esquematizan los modelos de Floodgate y Redox relay, donde las esferas rojas representan los equivalentes de
oxidacion que van desde el H202 hasta la fuente de poder reductor (NADPH), a través de las peroxidasas
dependientes de tioles (Prx y GPx). En el modelo de Floodgate, formas modificadas e inactivas de Prx (fosforilada
y sobreoxidada) permiten que los equivalentes de oxidacion lleguen directamente a las Cys de proteinas blanco
(B) y que se oxiden a distintas formas (Cys-SOH, disulfuro intramolecular, disulfuro con GSH, recuadro verde). Las
formas oxidadas de estas proteinas (quinasas, fosfatasas, factores de transcripcion, etc.) sufren cambios
funcionales que pueden: afectar procesos de sefializacidon adicionales, generar cambios en la expresion génica,
modular vias metabdlicas, modificar la funcidon de otra proteina, etc (recuadro central). En el modelo de Redox
relay, la modificacion de las Cys de proteinas blanco sucede Unicamente a través de peroxidasas de tioles desde
sus formas oxidadas (Cys-SOH, Sec-SeOH, disulfuro, etc). Los rectangulos sobre las proteinas representan residuos
de sitio activo en distintos estados de oxidacion: Cys-SH (amarillo), Sec-SeH (verde lima), Cys-SOH y Sec-SeOH
(rojo), Cys-SO2H (bordd) y disulfuros (dos amarillos unidos, o, un amarillo alargado cuando es con GSH).
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En cualquiera de estos casos, la reduccion de disulfuros para volver al estado basal seria mediante
el sistema Trx.

Ambos modelos tienen sus pros y contras, sin embargo, la hipdtesis de floodgate es la que mas
hace agua, por asi decirlo. En primer lugar, el modelo ignora tanto la difusion del H.O; fuera del
sitio, como, la de peroxidasas activas desde el citosol hacia el sitio de inactivacion. Tampoco se
tiene en cuenta que a medida que aumenta la concentracién local de H,0; se forma rapidamente
un gradiente que depende del consumo de H,0; citosdlico. Este modelo también ignora el hecho
de que no todas las peroxidasas pueden inactivarse (catalasas y GPx).

Trabajos de biologia de sistemas!®1%?, sugieren que la formacién de estos micro dominios de
H,0; nunca llegarian a concentraciones lo suficientemente altas como para directamente oxidar
Cys regulatorias, ni siquiera en el apex del gradiente. Segun estas predicciones, seria necesario
inactivar el consumo de H;0; citosélico, ademas del local, para llegar a concentraciones de H,0;
razonables para la oxidacion de Cys como las de fosfatasas. De lo contrario, la inactivacién local
seria rapidamente compensada por la difusion de Prx activa al lugar. Por otro lado, el modelo
asume que la oxidacién de Cys ocurre de forma directa, por lo tanto, disminuir la cantidad o
eliminar algunas de las peroxidasas deberia resultar en un aumento en la oxidacion de Cys en la
célula. Sin embargo, algunos trabajos demuestran que el proteoma redox no cambia
significativamente en células knock out para HsPrx1 o HsPrx2, o, que incluso disminuye la cantidad
de Cys oxidadas'”°.

Por ultimo, por mas defectuoso que parezca el modelo de floodgate para explicar sefializacion en
rangos de concentracion de H,0; fisioldgicos (1 a 100 nM), podria cobrar sentido en situaciones
donde la concentracidn sea lo suficientemente alta. En este escenario, la inactivaciéon de
peroxidasas y el dafo colateral a otras biomoléculas, marcaria un punto de no retorno, causando
la muerte celular programada?®°.
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1.3. Transduccion de sefales a través de Prx

Las Prx, particularmente las AhpC/Prx1, tienen un gran potencial como sensores y transductores
de H,0,. Desde el punto de vista de su reactividad, abundancia y distribucion intracelular, estas
Prx son sensores de H,0> extraordinarios. Luego, la plasticidad estructural de su sitio activo hace
posible transferir su estado de oxidacion a distintos blancos, formando interfases proteicas con
arquitecturas diversas. Por ultimo, su estructura oligomérica puede servir de plataforma de
interaccidn para formar complejos de sefializacién que incluyan varios miembros, ademas de la
proteina cuya Cys es blanco de oxidacion.

1.3.1. Transferencia de equivalentes de oxidacion

Uno de los conceptos centrales del modelo de “redox relay” basado en tiol-peroxidasas, es que
toda modificacién oxidativa en la Cys de la proteina blanco surge de la formacién de Cys-SOH o
Sec-SOH en el sitio activo de Prx o GPx. De esta forma, las peroxidasas son una fuente de
equivalentes de oxidacion provenientes del H,0., que luego son distribuidos especificamente a la
proteina adecuada®®®. Recientemente, se ha acumulado una cantidad relativamente alta de
evidencia experimental que demuestra que las Prx se encuentran interaccionando con cientos de
proteinas a nivel celular y que su presencia es indispensable para la oxidacion de Cys regulatorias
en algunas de ellas.

Mecanismos

Como se menciond anteriormente, el paso inicial de transferencia de equivalentes de oxidacion
del H20;, es la formacién de CpSOH. A partir de esta especie es que las Prx podrian pasarle la posta
del H,0; a Cys en otras proteinas. En el caso de que la transferencia sea directa (Figura 1.26A), el
producto primario de oxidacion, CeSOH, puede reaccionar directamente con el tiol blanco para
dar un disulfuro (i, Figura 1.26A). Para eso, Prx y su proteina blanco deben estar formando un
complejo, de lo contrario, la reaccion de resolucion o la intercepcién de CpSOH por otro tiol (GSH,
por ejemplo) no permitiria que se forme el disulfuro de sefializaciéon. De forma alternativa, el
disulfuro Cp-Cg, o, disulfuros mixtos entre Cp o Cr y GSH, también podrian oxidar al tiol blanco a
través de una reaccion de intercambio tiol-disulfuro, generando el tiol blanco glutationilado o el
los sistemas Trx y GSH-Grx, por lo que la proximidad entre el tiol blanco y la Prx puede llegar a ser
fundamental. Una alternativa, seria que CpSOH reaccione con H,S para formar un persulfuro y
este ser transferido al tiol blanco, en una reaccién de transpersulfuracién (iv, Figura 1.26A). Otra
posibilidad, es que el equivalente de oxidacién no sea totalmente transferido y que la formacion
del disulfuro Prx-proteina ya sea suficiente como para modular la funcién del blanco de
sefializacion. Luego de compartir el equivalente de oxidacién por un tiempo, el mismo podria
volver a Prx, o, ser tomado por otro reductor. Un ejemplo que se ajusta a esta situacion, es el
anteriormente mencionado de Tpx1 de S. pombe. También podria ser necesaria la presencia de
otras proteinas y/o estructuras subcelulares para estabilizar la interaccidn entre Prx y su proteina
blanco. Estas estructuras adaptadoras podrian impedir el acceso de oxidorreductasas (o GSH y
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H,S) al sitio activo de Prx y al mismo tiempo posicionar la Cys de la proteina blanco de manera
favorable, haciendo que la transferencia sea efectiva®™®.
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Figura 1.26. Mecanismos de transferencia de equivalentes de oxidacion a través de Prx. A. Mecanismos de
transferencia directa desde Prx a Cys en proteinas blancos de sefializacién (B, gris) en presencia de una proteina
adaptadora (A, verde). Las lineas verdes representan la reaccidon de transferencia desde Prx a la proteina blanco
y, las azules, las reacciones de competencia. La transferencia puede ocurrir a través de 4 estado de oxidacidn
del sitio activo: CpSOH (i), CpS-SG (ii), Cr-C (iii) y CpS-SH (iv). B. Mecanismos de transferencia indirecta a partir

de los sistemas de oxidorreductasas Trx y Grx/GSH. Los rectangulos amarillos representan los residuos de Cys
en su estado tiol (libres) o disulfuro (unidos).

En cambio, si la transferencia es indirecta (Figura 1.26B), la Prx primero transfiere los equivalentes
de oxidacidn a una oxidorreductasa (Trx o Grx) que luego puede oxidar a otro tiol blanco. En el
caso de ser a través de Trx, la reaccién candnica de reduccidén genera Trx disulfuro, que luego
puede transferir los equivalentes de oxidacion a través de un intercambio tiol-disulfuro. Algo a
destacar de este mecanismo, es su dependencia con la actividad/niveles de TR y la disponibilidad
de NADPH. Por otro lado, una Prx glutationilada podria deglutationilarse con Grx, que luego
podria glutationilar al tiol blanco, en una reaccién de transglutationilacion. En ambos casos, tanto
Trx como Grx pueden revertir la modificacion oxidativa en la proteina blanco.
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Como se menciond al inicio, un aspecto interesante de Prx para sus funciones de sefnalizacion o
regulacidon redox, es su estructura. La dindmica conformacional de su sitio activo puede habilitar
superficies de interaccion para transferir equivalentes de oxidacion a Cys en proteinas blanco. En
ese sentido, no es casualidad que los distintos estados de oxidacion tengan estructuras diferentes.
Se sabe que la forma disulfuro induce a la extensién del Cr loop por encima del extremo N-ter en
el sitio activo, exponiendo el disulfuro Cp-Cg. Ademas, en la interaccién con Srx, tanto Cg loop
como a7 “abrazan” a Srx para que su sitio activo entre en contacto con Cp-SO2H’%”2, Por lo tanto,
podemos empezar a plantear modos de interaccidn entre Prx y otras proteinas en base a como
interaccionan con proteinas que las reducen. Por ultimo, podrian existir situaciones donde la
sefializacion o regulacion dependa del estado redox de Prx, pero que este no sea transferido. Esto
se puede relacionar con la estructura cuaternaria y el efecto del estado redox sobre la misma. Por
ejemplo, en un caso hipotético donde la formacion de un complejo multiproteico dependa de la
estructura del decamero, la oxidacion y formacion del disulfuro podria desmantelarlo, alterando
el propdsito del mismo.

Participacion de Prx en redox relays

La evidencia acumulada sugiere que las Prx no solo participan en funciones de sefializacion, sino
qgue también en la regulacién redox de otras proteinas. Tan significativo es el rol de Prx en la
regulacidn, que su ausencia puede anular mecanismos transcripcionales en respuesta a H,02'7%,
0, aumentar la cantidad de Cys reducidas en proteinas!’®. Otra evidencia que justifica su papel en
eventos de sefializacion y regulacion, es la cantidad de proteinas con las que interacciona. En
primer lugar, un estudio de protedmica en células HEK293, reveld que todas las 2-Cys Prx (HsPrx1
a 5) interaccionan con un grupo especifico de proteinas, de forma dependiente e independiente
de sus Cys de sitio activol’2. Algunos de estos ejemplos incluyen la deteccidn de disulfuros mixtos
entre Prx y otras proteinas, como es el caso de HsPrx1 con la quinasa ASK1, cuya activacion
depende de la interaccién con HsPrx1'73. Mientras tanto, HsPrx2 demostro ser necesaria para la
oxidacion del factor de transcripcidon HsSTAT3, donde se encontré formando disulfuros con varias
Cys del mismo'’4. Luego, se descubrié que la oxidacion dependia de una proteina adicional, la
anexina A2 (HsANXA2), para que ocurra de forma eficiente, en donde la misma tiene el rol de
proteina adaptadora (situacion similar a la de GPx3-Ybp1-Yap1)'’>. Otros ejemplos provienen de
levaduras. En el redox relay GPx3-Ybp1-Yapl, se vio que Tsal puede oxidar a Yap1 en cepas de S.
cerevisiae que carecen de Ybp1'’®, En otro ejemplo, la misma Tsal fue hallada formando un
disulfuro con la enzima piruvato quinasa (Pykl) de forma dependiente de Cp, causando la
disminucién adaptativa de la actividad quinasa dependiente de H,0,"’.
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1.4. Objetivos

Objetivo general

Estudiar aspectos bioquimicos y biofisicos relevantes de HsPrx1 y HsPrx2 en relacién a sus

funciones como transductores de la sefnal de H,0,.

Objetivos especificos

Estudiar la dinamica de oligomerizacion de HsPrx1 y HsPrx2 en distintas condiciones y
estados redox de sitio activo.

Investigar el vinculo entre la dinamica de oligomerizacion y la reactividad con H,0,.
Determinar constantes de velocidad de reduccion de los disulfuros de HsPrx1y HsPrx2 por
Trx.

Caracterizar lainteraccidn Prx-Trx a nivel estructural y su dindmica mediante herramientas
computacionales.

Analizar la reactividad e interaccién de complejos redox entre HsPrx1 y HsPrx2 con
HsANXA2.

Estudiar la influencia de HsPrx1 y HsPrx2 en la oxidacion de la cistationina B sintasa
(HsCBS) por H,0,.
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Capitulo 2

Dinamica de oligomerizacion de Prx y
vinculo con su actividad peroxidasa
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Prefacio

Como se menciond en la introduccién, la formacién de decameros a partir de 5 homodimeros es
una de las caracteristicas principales de las AhpC/Prx1y, por ende, de las proteinas de esta tesis.
Ya en los trabajos iniciales sobre Prx, se demostré que la estabilidad relativa de dimeros y
decameros es dependiente del estado de oxidacion del sitio activo, donde la forma reducida
favorece al decamero y la oxidada a disulfuro al dimero. Esta dependencia fue rapidamente
extrapolada a una relacion entre oligomerizacioén y actividad catalitica en uno de los articulos mas
influyentes de la literatura de Prx®2. En ese trabajo se propuso que sélo los decdmeros pueden
oxidarse y que solo los dimeros pueden reducirse, generando un escenario binario donde la
asociacién y disociacion serian pasos obligatorios en la catdlisis. Esta nocion es repetida a lo largo
de la literatura, sin embargo, la evidencia experimental demuestra que el equilibrio decamero-
dimero no tiene un comportamiento universal y cambia segun especie e isoforma.

Los trabajos que apuntaron a determinar la relacion entre dimeros y decdmeros en solucion,
utilizaron cromatografia de exclusién molecular (size exclusion chromatography, SEC) acoplado a
equipos de HPLC o ultracentrifugacion analitica, que tienen la desventaja de diluir la muestra
durante la medicién y por lo tanto alterar el equilibrio de oligomerizacién. Otras técnicas mas
sofisticadas como calorimetria de titulacién isotérmica'’® (“ITC” en inglés) y fotometria de masas
de molécula Unica'”® (single molecule mass photometry), han sido usadas para estudiar la
oligomerizacién de Prx a concentraciones proteicas constantes e incluso determinar valores de
Cos, que es la concentracion de proteina total en la cual la proporcién de decameros y dimeros es
igual (similar al punto de inflexién de una curva sigmoide). No obstante, estas técnicas pueden
llegar a requerir mucha muestra (ITC) y ser de dificil acceso (mass photometry). Una gran parte
de esta tesis y este capitulo se centrd en desarrollar una metodologia alternativa para estudiar el
equilibrio de oligomerizacion de HsPrx1 y HsPrx2, mediante la determinacion y el analisis del
tiempo de vida de emisién de fluorescencia utilizando vectores de fase (fasores). El desarrollo de
este método permitio evaluar el equilibrio de oligomerizacion en distintas condiciones de fuerza
idnica, desnaturalizantes y estado redox de sitio activo. La ultima parte del trabajo realizado en
este capitulo, se centré en aprovechar la informacion obtenida del estudio de la dindamica de
oligomerizacién para comenzar a entender su relacion con la actividad peroxidasa. Para eso
evaluamos la reaccion de HsPrx1 y HsPrx2 con H,0; en condiciones donde el equilibrio estuviera
desplazado hacia dimeros o decameros.

Volviendo al tema central de esta tesis, la dindmica de oligomerizacion de Prx puede llegar a ser
crucial en su funcién como transductores de sefales, ya que tiene un potencial impacto en la
interaccidn con proteinas blanco de sefializacion, favoreciendo o impidiendo la transmision de la
sefial. Por otro lado, que dos isoformas de Prx (como en este caso HsPrx1y HsPrx2) tuvieran una
dindmica de oligomerizacién distinta, podria aumentar las posibilidades de mediar la sefializacién
por H,0,. Particularmente HsPrx1y HsPrx2 presentan un 91% de similitud y 78% de identidad de
secuencia, lo que genera dudas en cuanto a la necesidad de tener dos proteinas practicamente
iguales en el mismo compartimento celular. No obstante, la caracterizacion cinética ha
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demostrado que son muy distintas en la velocidad de resolucién y susceptibilidad a la
sobreoxidacion*+#? (HsPrx2 mas lenta y mas susceptible a la inactivacién por H,0;). Es por esto
qgue consideramos fundamental investigar la dindmica de oligomerizacién de estas Prx para poder

aportar a la comprensién global de su participacion en el proceso de sefializacién y metabolismo
del H,0..
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2.1. Metodologia

2.1.1. Procedimientos generales

Amortiguadores de uso general

Se utilizaron dos sistemas de amortiguadores a nivel experimental. El primero, es un
amortiguador fosfato salino (PBS), compuesto por Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 1.8 mM, NaCl 137
mM, KCl 2.7 mM y acido dietilentriaminopentacético (DTPA) 0.2 mM, pH 7.2-7.4. El segundo
sistema esta compuesto por 30 mM Tris, 15 mM MES, 15 mM 4&cido acético, 120 mM NaCl y 0.1
mM DTPA pH 6.9-7.1, fue utilizado como amortiguador de amplio rango de pH y va a ser referido
como amortiguador TMA. En el caso de trabajar con las proteinas reducidas, se suplementaron
los amortiguadores con 1 mM DTT, para asegurar el estado reducido durante el experimento. A
lo largo de este trabajo, notamos que la presencia de tioles (DTT o GSH) en solucidén genera H,0,,
posiblemente catalizado por trazas de metales (como el hierro) y oxigeno disuelto. Por lo tanto,
lo mas recomendable es aumentar la concentracion del quelante DTPA en el caso de suplementar
con tioles y/o saturar la solucién con un gas inerte como el nitrégeno o el argon. La problematica
de la presencia de H;0; en los amortiguadores cobra mas importancia en el capitulo 3 y sera
discutida nuevamente.

Amortiguadores de purificacion de proteinas

Para la purificacién de HsPrx2 (IMAC) se utilizé amortiguador unién IMAC: 50 mM NaPi, 150 mM
NaCl, 0.1 mM DTPA, 20 mM imidazol, pH 8; amortiguador elucién IMAC: amortiguador de unién
mas 280 mM imidazol (300 mM final), pH 8; amortiguador de lisis: amortiguador de union
suplementado con 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mg/mL lisozima de huevo de
gallina, 10 mM de MgCl,y 0.6 U/mL de DNAsa; amortiguador de almacenamiento: 50 mM NaPi,
150 mM NaCl, 0.1 mM DTPA, pH 7.4. Este amortiguador también se utilizé para medir actividad
en varias ocasiones (también llamado PBS2). En el caso de HsPrx1 se utilizdo un amortiguador Tris
25 mM, pH 8.8 suplementado con 1 mM EDTAy 2 mM DTT (amortiguador DEAE). En el caso de la
lisis, se utilizé el mismo amortiguador sin DTT y suplementado con 0.5 mM de PMSF.

Reduccion de proteinas

Para obtener la forma reducida (ditiol) de las proteinas, los stocks concentrados se redujeron con
10 mM DTT o 10 mM tris(2-carboxietil) fosfina (TCEP) por 30 min para HsPrx2 o 1 hora para
HsPrx1, a temperatura ambiente y con agitacion orbital o por inclinacidn. El exceso de reductor
se quitd usando columnas de desalado PD10 de Cytiva y en caso de ser necesario, las proteinas
se concentraron por centrifugaciéon utilizando centricones Amicon Ultra (Millipore) de corte de
peso molecular de 10 kDa, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracién de
proteina fue determinada mediante espectrofotometria UV a partir de los coeficientes de
extincion molar a 280 nm (g250) calculados segun la secuencia aminoacidica en la plataforma web
ProtParam: HsPrx1, 18500 Mt cm™; HsPrx2, 21500 Mt cm™.
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Cuantificacion de RSH

Para determinar la concentracidon de RSH en proteinas, se uso el reactivo 4,4’-ditiodipiridina (4-
DTDPy), que al reaccionar con tioles da el producto 4-tiopiridona (4-Tpy) que absorbe a 324 nm
(€ = 21400 Mt cm™)1809181 | 35 medidas se realizaron a temperatura ambiente con 4,4-DTDPY en
exceso (160 uM), con no mas de 40 uM de RSH esperados, e incubando por 5 min. A partir de los
valores de absorbancia (Abs) 324 nm y € se calculd la concentracién de tioles, que luego fue
dividida por la concentracion de proteina utilizada en la medida para obtener el cociente de tioles
por proteina. Los residuos de Cys cuantificables en HsPrx2 son Cp y Cg, ya que el residuo de Cys
adicional (C70) estd en el interior de la estructura y es inaccesible al solvente. En el caso de HsPrx1
hay 3 Cys cuantificables: Cp, Cr y C83 (interfase entre dimeros); el equivalente a C70 en HsPrx1
tampoco es cuantificable. Para poder cuantificar todos los RSH es necesario agregar un agente
desnaturalizante (por ejemplo, SDS 1%).

Cuantificacion de H,0,
La cuantificacidon de H»0; se realizé a partir de su Abs a 240 nmy € =39.4 M1 cm™ 182,
Oxidacion estequiométrica de Prx

La oxidacion estequiométrica de Prx para obtener la forma disulfuro se realizé de la siguiente
forma: primero se redujo la Prx con DTT o TCEP, se elimind el exceso de agente reductor y se
determind la concentracién de proteina como se menciond anteriormente. Luego se procedid a
cuantificar la cantidad de grupos tiol por proteina. Sabemos que cada mol de H,0 oxida 2 moles
de tioles en estas Prx (formacion de disulfuro Cp-Cg), por lo tanto, la concentracion final de H,0;
en la muestra tiene que ser igual a la de Prx para lograr una oxidacidn estequiométrica. En la
practica, siempre se agregd un 20% mas de HO2 para asegurar la oxidacion total sin llegar a
sobreoxidar. La oxidacion se hizo de forma tal de enfrentar a la solucién de Prx con la menor
cantidad de H;0; posible para evitar sobreoxidacion. A modo de ejemplo, para obtener una
solucién de un volumen final de 1 mL de 10 uM de HsPrx2 oxidada, se prepararon 0.5 mL de
proteina y 0.5 mL de H;0; por separado en amortiguador al doble de la concentracién y luego se
las mezclé. De esta forma, la enzima en la mezcla se enfrenta a una menor concentraciéon de H,0;
(20 uM) que si agregaramos directamente del stock concentrado (por ejemplo: 1 mM).

Todas las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro Cary 50 UV-Vis (Agilent).
Expresion y purificacion de proteinas
Vectores

Partimos de construcciones con los genes de HsPrx1 y HsPrx2, obtenidas en el trabajo del MSc.
Joaquin Dalla Rizza*2. HsPrx2 se encuentra en un vector pET28a (resistencia a kanamicina), con
una etigueta de 6 histidinas (Histag) y un sitio de corte para la proteasa del virus del grabado de
tabaco (TEVp por su sigla en inglés) en el extremo 5’ de la secuencia nucleotidica (N-terminal de
la secuencia aminoacidica). En cambio, para HsPrx1 utilizamos una construccién sin Histag en el
vector pET17b con resistencia a ampicilina.
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Expresion

La expresion de todas la proteinas recombinantes fue realizada en la cepa BL21(DE3) de E. coli.
Las células quimiocompetentes se transformaron con 1 a 5 plL del plasmido correspondiente por
shock térmico y fueron esparcidas en placas con medio Luria-Bertani-Agar (LB agar)
suplementado con 50 pg/mL de kanamicina o 100 a 200 ug/mL ampicilina e incubadas durante
toda la noche (“ON” del inglés over night, 16 a 18 h) a 37 °C. Para la expresién se picé una colonia
de la placa en 10 mL de LB con antibidtico y se incubd ON a 37 °C y con 200 rpm de agitacion
orbital. Al dia siguiente, se realizd el escalado con un indculo 1:100 en 1 L de LB con antibidtico
en un matraz de 5 L (relacion liquido-volumen 1:5). El cultivo se dejé crecer por aproximadamente
3 h,a37°Cy 200 rpm, hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (ODeoonm 0.6-0.8). En ese
momento se indujo la expresién de la proteina mediante el agregado de 0.5 mM de isopropil-B-
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a 20 °C ON, 200 rpm. Luego de la expresién, el cultivo fue
centrifugado a 6000xg por 30 min a 4 °Cy el pellet bacteriano se pesd y almacend a - 80 °C hasta
el momento de la purificacion.

Purificacion HsPrx2

El pellet fue descongelado y resuspendido en amortiguador de lisis agregando 1-5 mL por g. Las
bacterias resuspendidas se sonicaron con pulsos de 40% de amplitud (Macrotip) de 1 segundo
cada 3, durante 6 min, tres ciclos o hasta que el lisado perdiera viscosidad. Luego se centrifugo a
17000xg durante 30 min a 4 °C para separar la fraccion insolubles (bacterias sin lisar, ADN, restos
de membranas, etc) de la soluble (sobrenadante) donde esta la proteina de interés. Luego de
separar el sobrenadante, se filtra con un filtro de 0.45 um.

El primer paso de purificacion es una cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC)
con una columna Ni%* Sepharose HisTrap (Cytiva) de 1 mL, la cual se equilibra con 10 volimenes
de amortiguador de unién IMAC en el cromatdgrafo FPLC AKTA Prime plus (GE Healthcare). Luego
se procedid a sembrar la columna con el sobrenadante filtrado utilizando el sistema SuperLoop
(Cytiva) a un flujo de 0.5 mL/min y una vez cargada la muestra, se subio el flujo a 1 mL/min vy se
lavé con 10 volumenes de amortiguador union IMAC. Posteriormente se lavd con una
concentracion de 60 mM imidazol y por ultimo se eluyé la proteina con 250 mM imidazol. Para
remover la Histag, se incubd el eluido con 2 mg TEVp, 0.5 mM EDTAy 1 mM DTT y se dializd contra
el amortiguador de unidon mas 0.5 mM EDTA y 1 mM DTT a 4 °C ON, para quitar el exceso de
imidazol. En una segunda IMAC, se hace pasar la mezcla de corte con TEVp y HsPrx2 por la
columna, donde se separa la HsPrx2 cortada (sin Histag) del remanente sin cortary la TEVp (tiene
Histag). El ultimo paso de purificacion consiste en una cromatografia de exclusion molecular (SEC)
con una columna Superdex 200 16/600 (GE Healthcare), equilibrada con amortiguador de
almacenamiento. La muestra que salié de la fraccién no unida de la segunda IMAC, se concentré
hasta un volumen de 1-2 mL, se redujo 30 min con 10 mM DTT y se inyectd en la columna a un
flujo de 1 mL/min. Se recolecté el pico correspondiente a la proteina, se concentrd la muestra
hasta aproximadamente 120 uM y se almacend a -80 °C hasta su uso. Todas las fracciones
colectadas fueron sometidas a SDS-PAGE (12% acrilamida) para corroborar la presencia y grado
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de pureza de la proteina a lo largo del proceso de purificacion. La proteina purificada fue analizada
por espectrometria de masa para verificar el corte de la Histag.

Purificacion HsPrxi

La lisis del pellet bacteriano fue realizada en el respectivo amortiguador de lisis y posterior
sonicado, de forma analoga a HsPrx2. Una vez obtenido el lisado, se lo traté con sulfato de
streptomicina (1% concentracidn final) a 4 °C ON, para precipitar dcidos nucleicos. Luego, el lisado
de centrifugé vy filtrd al igual que para HsPrx2. En el primer paso de purificacion se realizé un
intercambio anidnico en una columna HiPrep DEAE FF 16/10 (GE Helthcare) equilibrada con
amortiguador DEAE. Luego de cargar la columna con el sobrenadante, se colecta la HsPrx1 en la
fraccion no unida debido a que a pH 8.8 la proteina sigue teniendo una carga global positiva. Por
ultimo, se procedié a juntar las fracciones que contienen HsPrx1 y se realizd una SEC de la misma
forma que para el ultimo paso de purificacion de HsPrx2 (mismos amortiguadores inclusive).
Todas las fracciones colectadas fueron sometidas a SDS-PAGE (12% acrilamida) para corroborar
la presencia y grado de pureza de la proteina a lo largo del proceso de purificacién. La proteina se
almacend en amortiguador de almacenamiento a una concentracion de 440 uM a -80 °C.

2.1.2. Procedimientos especificos

Cromatografia de exclusion molecular (SEC) analitica

La cromatografia se realizé en un equipo HPLC Agilent 1260 con una columna Superdex 200 5/150
GL (Cytiva). Previo a los experimentos, se realizd una curva de calibracién de la columna con
distintos estandares de peso molecular: tiroglobulina (660 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (160
kDa), conalbumina (76 kDa) y ribonucleasa (13.7 kDa), a 1 mg/mL cada una (Anexo 5.1.1). Las
corridas se llevaron a cabo en amortiguador PBS con un flujo de 0.4 mL/min a temperatura
ambiente (22-25 °C). Las muestras se inyectaron en un volumen de 100 pL con un loop de 300 pL.
En cada corrida, se registré la emisidn de fluorescencia a 340 nm utilizando una excitacidn de 280
nm (también se registraron las sefiales de Abs a 280 y 210 nm). La sensibilidad del tubo
fotomultiplicador (PMT) se ajustd para diferentes concentraciones de proteinas. Todos los
cromatogramas fueron normalizados utilizando el valor de la mayor intensidad de emisién, a
menos que se especifique lo contrario. La fraccién de decamero (Fpec) para cada concentracion
inicial de Prx se calculd a partir de los cromatogramas sin normalizar, considerando el area bajo
la curva (ABC) para el pico del decamero (tiempo de elucion = 3.8 min), el del dimero (t = 5.2 min)
y susuma (Ec. 2.1).

ABC 4
FDEC — decamero Ec. 2.1

ABCgecamero TAB dimero

Para experimentos donde aparecieron mas de dos picos, se realizd un ajuste del cromatograma a
picos gaussianos para determinar el ABC. El analisis de la fraccion de las especies de interés se
hizo de forma analoga a Ec. 2.1, donde se agregd la/s nueva/s especie/s sumando en el
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denominador. En forma general, cuando se quiso reportar la fraccion de otra especie que no fuera
el decdmero, se sustituyd esta Ultima por la especie de interés en el numerador de Ec. 2.1.

Espectros de emision de fluorescencia

Los espectros de emision se registraron en un rango de 300 a 500 nm utilizando el
espectrofluorémetro ChronosFD (ISS). Los registros se hicieron en PBS suplementado con 1 mM
de DTT, a 25 °C, usando una longitud de onda de excitacién (Aex) de 280 nm. Se utilizaron rendijas
de 8 y 16 nm en los caminos de excitacion y emision, respectivamente. Las muestras se
prepararon fuera de la cubeta y se dejaron estabilizar a temperatura ambiente durante 25 min.
Adicionalmente, cada muestra fue incubada durante 5 min dentro del portacubetas
termostatizado antes de realizar las mediciones. El centro de masa del espectro (CM) fue
calculado utilizando la siguiente ecuacién:

CM = ZilFii Ec.2.2
YilF; o

donde IFy A representan la intensidad de fluorescencia y la longitud de onda, respectivamente.
Analisis de T con fasores

Marco teorico

La fluorescencia intrinseca de proteinas esta predominantemente influida por el residuo
aromatico triptéfano (Trp, W), cuya emision puede variar significativamente segun el entorno
molecular en el que se encuentre!®:18* Factores como la accesibilidad al solvente y la interaccién
con ciertos aminodcidos pueden alterar la longitud de onda maxima de emision, el rendimiento
cuantico y el tiempo de vida de emision (t) por lo que la fluorescencia del Trp ha demostrado ser
una herramienta Util para investigar cambios estructurales y quimicos en proteinas**!#. Sin ir
muy lejos, la fluorescencia de Trp fue fundamental para determinar parametros cinéticos de la
reaccion de Prx con H,02 como se menciond en la introduccién. Es por esto que la fluorescencia
intrinseca de proteinas representa una aproximacion interesante para estudiar propiedades
biofisicas de proteinas, como la oligomerizacion, sin la necesidad de tener que marcar la proteina
con fluoréforos sintéticos.

Entre las técnicas de fluorescencia intrinseca de proteinas disponibles para estudiar asociaciones
proteicas, la fluorescencia resuelta en el tiempo ha sido la menos explorada. Una de las razones
es la naturaleza compleja del decaimiento de la emisidn del Trp, que incluso libre en solucidn
exhibe mds de un t debido a sus distintos modos de relajacidn®®. En consecuencia, su T no puede
ajustarse a un solo término exponencial, incluso en proteinas que poseen un Unico Trp184187-189,
A esto se le suma la naturaleza dinamica de las proteinas, que exploran distintos estados
conformacionales en la superficie de energia potencial de su configuracién nativa, donde la
diversidad conformacional es sensada por el Trp, resultando en una distribucion de valores de t.

Existen dos formas de medir 1: realizando medidas en dependencia (o dominio) del tiempo o de
la frecuencia. Las primeras medidas consisten en irradiar la muestra con un pulso breve de luz y
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registrar la intensidad de la emision en funcidn del tiempo, obteniéndose un perfil de decaimiento
exponencial (Figura 2.1A). Si el perfil es monoexponencial y si T es largo comparado con la
duracidn del pulso de excitacidn, el valor de T puede determinarse directamente del ajuste de la

curva.
F(t) = F(0) « (1 + Mgy + sin (T + ¢))
Excitation E(t)
1.0 Pulso Ex Excitation
modulation
0.75 Fluorescencia . ACex = Mgy = (ACLX )
.“v;: Emission F(t) Cex
0.50 5 'lf /
O.;l5e | E / AClEM\\ /_i,/tancl):wr
' Emission
00 -;- / DCex modulation
0 ! 2 3 4 5 6 DCgm = Mgy = (AC[M )
t (ns) DCew
Time

Figura 2.1. Métodos para medir t. A. Medidas en el dominio del tiempo. El tridangulo gris representa el pulso de
excitacion (Ex). B. Medidas en el dominio de frecuencia. E(t) y F(t) son la excitacién y la emisién moduladas en el
tiempo, F(0) es la intensidad a tiempo 0. AC es la amplitud que alterna en la onda (hacia arriba y abajo en los
nodos) y DC es el valor promedio de la sefial a lo largo del tiempo. Extraido de Malacrida et al**®°.

En las medidas en el dominio de frecuencia, se utiliza una fuente de luz continua (como un laser
o un LED) cuya intensidad se modula de forma sinusoidal a alta frecuencia parairradiar la muestra.
Los fluordforos irradiados de esta forma persisten en el estado excitado, dando lugar a una
emision modulada que va a estar desfasada con respecto a la luz de excitacién (Figura 2.1B). En
estas medidas se puede determinar al valor de T a partir del desfasaje de la siguiente forma:

tan @ = wt Ec. 2.3

donde w es la frecuencia angular de la modulacién de luz y ¢ el desfasaje. Ademas, la relacidn
entre las amplitudes de ambas ondas (modulacion relativa, M, Ec. 2.4) también presenta relacion

con T (Ec. 2.5):

Mgy _ ACEM/DCem

= Ec. 2.4
Mgx ACgx/DCgx

M =

1
M= ——— Ec. 2.5

J1+(wt)?
Entonces, usando la Ec. 2.3 se puede determinar un T de la fase (ty), definido por el arco tangente
de @, mientras que con la Ec. 2.5 se puede obtener un t de la modulacidn relativa (tm), calculado
a partir del cambio relativo en la modulacién de la sefial de emision de fluorescencia (Mewm) con
respecto a la de excitacién (Mex). Ambos valores son idénticos cuando se trata de un fluoréforo

con decaimiento monoexponencial, pero difieren entre si para multiexponenciales®°.
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En el afio 1981, uno de los creadores de las bases del estudio de la bioquimica mediante la
fluorescencia, Gregorio Weber, introdujo una nueva metodologia para analizar T en sistemas de
multiples componentes®!. En su trabajo, Weber desarrollé el andlisis de fasores (vectores de fase)
para determinar valores de T y contribuciones relativas a la intensidad de fluorescencia de los
distintos componentes de un sistema heterogéneo a distintas frecuencias. En este trabajo, se
definieron las ecuaciones para determinar la parte real, G, y la parte imaginaria, S, de la
transformada de Fourier de las medidas en el dominio de frecuencia:

G =Mcosgp Ec. 2.6
S=Msing Ec. 2.7

donde M es la modulacidn relativa y ¢ el desfasaje. Los valores de Gy S representan coordenadas
en un plano complejo (componente real e imaginario), de manera analoga a lo que serian xe y en
coordenadas cartesianas. Con Gy S se construye el grafico de fasores (Figura 2.2), que es un nuevo
espacio de andlisis, donde el algebra de vectores es utilizada para entender y explicar los detalles

del sistema a estudiar.

A B

Tlargo - T T =< Teorto
e RN

G = M-cos@

Tpec  Gpec-G;

G G

Figura 2.2. Grafico de fasores para datos de t. A. Grafico de fasores para un decaimiento monoexponencial.
Se representa el vector M que corresponde a los valores de G y S para un decaimiento monoexponencial
(punto celeste), que se ubica sobre el semicirculo universal (linea roja). B. Escenarios posibles para un fasor:
sobre, dentro o fuera del semicirculo universal (i, ii, iii, respectivamente). En ii, el fasor M que corresponde a
un decaimiento multiexponencial, resulta de la suma de sus componentes M1 y Ma. C. Ley de adicion de
fasores y célculo de la fraccién de los fluordforos (A y B) en una mezcla de ambos (X). D. Esquema del calculo
de la distancia entre puntos de fasores para el equilibrio decdmero-dimero. El tridngulo verde representa la
cantidad de DEC a lo largo del segmento DEC-DIM.
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Un componente clave del espacio de fasores, es el semicirculo universal, definido por David M.
Jameson et al'®2. Este semicirculo representa la ubicacion de cualquier decaimiento
monoexponencial independientemente de T y la frecuencia de luz modulada y esta basado en la
representacion geométrica de un vector (fasor) de médulo M, que nace en el origen y tiene un
angulo @ con respecto al eje G (Figura 2.2A). El punto final de este vector (G, S) esta restringido
al semicirculo universal de radio 0.5, centrado en (0.5, 0.0). En el semicirculo, los valores de T van
de menor a mayor de forma antihoraria, desde (1, 0) a (0, 0).

El método de fasores tiene la ventaja de que no necesita adoptar un modelo a la hora de visualizar
los resultados y tampoco hay necesidad de realizar un ajuste para obtener los datos (como en el
caso de los ajustes a valores de T discretos o a distribuciones). Un fasor puede encontrarse en 3
escenarios posibles dentro del grafico: sobre, dentro o fuera del semicirculo universal (Figura
2.2B). El primer escenario corresponde a un fluoréforo con decaimiento monoexponencial y es el
mas simple de todos. En el segundo, el punto final del fasor queda dentro del semicirculo y sucede
en el caso de una emisidon heterogénea (multiexponencial), donde el fasor va a ser la suma de
todos los componentes del sistema multiexponencial segun las siguientes ecuaciones:

G = ). fiM; cos @; Ec. 2.8
S = Y fiM;sin ¢; Ec. 2.9

donde fi es la contribucion fraccional a la intensidad total de fluorescencia del componente 7.
Dicho de otra forma, el fasor M es la combinacion lineal de cada uno de sus componentes (ii,
Figura 2.2B). Esta es una de las propiedades mas interesantes de este tipo de andlisis, ya que toda
la complejidad del T de una muestra queda resumida en un fasor. Este escenario es el que
esperamos tener siempre que trabajamos con proteinas y el hecho de poder independizarse de
la complejidad de T (saltedandonos el ajuste) permite experimentalmente seguir distintos procesos
simplemente observando el cambio en la posicidn del fasor. Otra caracteristica notable que surge
de las ecuaciones 2.8 y 2.9, es que el andlisis de fasores permite calcular la concentracion relativa
de una mezcla de distintos componentes (Figura 2.2C). A esto también se la llama “ley de adicién
de fasores”, que sostiene que las contribuciones relativas de dos o mas fasores a un punto entre
ellos (mezcla) es inversamente proporcional a las distancias entre el punto intermedio y los
puntos de los fasores correspondientes. En otras palabras, sabiendo las posiciones individuales
de un fluoréforo A y otro B, podemos calcular la fraccion molar de cada uno en su mezcla. Para
este calculo es importante tener en cuenta los rendimientos cuanticos y €. En el caso mas simple,
tenemos una mezcla de fluoréforos A y B, cuyo fasor (X) esta ubicado en algun lugar dentro de la
linea que conecta A con B. La distancia entre X y A o B, va a ser inversamente proporcional a la
cantidad de A o B en la mezcla.

En el Ultimo escenario, el fasor queda por fuera del semicirculo universal, lo que corresponde a
situaciones donde hay un retraso en la emisidon debido a reacciones en el estado excitado (iii,
Figura 2.2B). Algunos ejemplos incluyen relajacion dipolar, emisién del aceptor durante el
proceso de FRET y formacién de excimeros'®.
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Calculo de la fraccion de decamero

Para calcular Fpec de Prx planteamos que el decamero y el dimero son especies fluorescentes
distintas, con T caracteristicos (multiexponenciales ambos) y las principales responsables de la
intensidad de fluorescencia. Al considerar los fasores del decamero y el dimero de la misma forma
qgue Ay B (Figura 2.2D) donde todos los puntos que se ubican sobre la recta que los conecta son
distintas fracciones de ambas formas oligoméricas, podemos calcular Fpec:

V(Gprc—Gi)?*+(Spec—Si)?
V(Gpec—Gpim)*+(SpEc—SDIM)?

FDEC == 1 - Ec. 2.10

donde (Gpec, Spec) corresponde al fasor de la concentracion mas alta de Prx que representa
exclusivamente el decdmero (Foec = 1), (Goim, Soim) es el punto que define el extremo del segmento
de linea que representa exclusivamente al dimero (Foec=0), y (Gj, Si) representa los fasores de la
mezcla entre ambos. Las distancias entre los puntos se calcularon restando las coordenadas de
los extremos de una hipotenusa y aplicando el teorema de Pitdgoras (Figura 2.2D). Al estar
siempre calculando la distancia con respecto al punto del decamero, es necesario restarle el valor
del cociente a 1 debido a la proporcionalidad inversa entre la distancia y la fraccién molar.

Medidas de T

Las mediciones de T se realizaron en el dominio de frecuencia con el espectrofluorémetro ISS
ChronosFD. La fuente de luz fue un LED de 284 nm, modulado por sintetizadores de frecuencia en
un rango de 10 a 200 MHz!3, Se utilizd un filtro de paso de banda de 280 nm en el camino de
excitacion. La emision de fluorescencia se registro a través de un filtro de paso largo WG320 (320
nm). Se utilizé N-acetil-L-triptofanamida (NATA) como referencia (T = 2.8 ns a 25 °C), cuyos valores
de Abs 280nm estuvieron entre 0.15 y 0.18. A una frecuencia de 10 MHz, las intensidades de la
muestra y la referencia se igualaron utilizando filtros de densidad neutra en la trayectoria de
excitacion y/o emision. Es importante que a esta frecuencia las intensidades estuvieran entre
2000 y 3000 cuentas, para que el detector no se sature a 200 MHz. Es importante aclarar que el
equipo mide referencia y muestra a cada frecuencia, girando la posicidn del portacubetas. Las
mediciones se realizaron en PBS y se suplementd con 1 mM de DTT en los casos donde se quiso
mantener la proteina reducida. Dado que la reduccién de Prx con DTT es lenta, las muestras se
prepararon fuera de la cubeta y se dejaron a temperatura ambiente durante 25 min. Ademas,
cada muestra fue incubada durante 5 min dentro del portacubetas termostatizado antes de la
medicién. El tiempo de registro de las medidas fue de 3 s.

Las mediciones absolutas de T se realizaron con polarizadores de excitacion colocados
verticalmente y los de emisidn en el "angulo magico" (54.7°). El ajuste de los datos a distintos
tiempos de decaimiento, se realizé con el software del equipo (Vinci).

Para las medidas de cinética se le indicé al equipo que realizara una medida continua de la
muestra durante el tiempo deseado a una frecuencia elegida en el rango mencionado
anteriormente. En el momento en el que el equipo dejé de medir la referencia (es lo primero que
hace) y antes de que cambiara a la posicién de la cubeta con la muestra, se puso en pausa la
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medida, se agregd el reactivo, se mezcld rapidamente y se reanudd la medida. Para reacciones
mas lentas, se configurd el equipo para que haga distintas iteraciones en el lapso de tiempo que
se quiso medir. En esta configuracién, el equipo mide la referencia y la muestra en cada iteracién.

Analisis de fasores espectrales

Al igual que para los datos de T, también es posible realizar la transformada de Fourier de los
espectros de emision y analizarlos por el método de fasores utilizando las mismas reglas. Para
obtener los valores de Gy S de un espectro de emision se utilizan las siguientes ecuaciones:

_ »ilIF; cos—znn(i"_%)
= Ec. 2.11
2ilF;
. ZiIFi sin—zn (/zi_AO)
S = Ec. 2.12
2ilF;

donde Ages el valor de la menor longitud de onda del espectro, L es el largo del espectro y n es el
valor del armadnico; en este caso se usé el primer armodnico por lo que n =1. El grafico de fasores
espectrales tiene forma de circulo (por el término 2rtn) centrado en el origen y de radio 0.5 (Figura
2.3). Los fasores contintan saliendo del origen de coordenadas, pero a diferencia de T, no existe
el semicirculo universal. Cada fasor va a tener su respectiva fase (¢) y médulo (M):

— -1(S
@ = tan (G) Ec. 2.13
M = VS§? + G? Ec. 2.14

La posicion angular del fasor se relaciona con el centro de masa del espectro de emisidn, de forma
tal que un aumento en la fase implica el movimiento del espectro hacia el rojo (Figura 2.3). El
madulo del fasor, se relaciona con el ancho del espectro a la mitad de su maximo, cuanto menor
sea el médulo mas ancho serd el espectro de emisién.

A > / Mg
Mg .
v g
& 0
400 nm 700 nm
0° 360° p
-1 0 1

G,

Figura 2.3. Fasores espectrales. A la izquierda se muestran dos espectros de emisidn y se sefiala con la flecha
negra el cambio de uno respecto al otro. La flecha verde indica hasta donde se toma el espectro para realizar la
transformada de fasores (Ec. 2.11, 2.12). A la derecha se muestra el grafico de fasores espectrales de los
espectros de la izquierda, la misma flecha negra indica la direccién del cambio (de Ms a Mg). El aumento de la
fase en Mk indica el corrimiento hacia el rojo y la disminucién en el largo del fasor (mddulo) el ensanchamiento
del espectro. Extraido de Malacrida et al**®
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Cinética de oxidacion con H,0;

La reaccidn de oxidacion de HsPrx1y HsPrx2 con H,0; se siguié mediante el cambio en la emision
de fluorescencia en un equipo de flujo detenido (stopped-flow, Applied Photophysics SX20) a una
Aex de 280 nm y con filtros de emision de pase de luz a partir de 320 nm (LP320) o de pase de
banda de 360 nm (U360). En los experimentos de dependencia de la velocidad con el NaCl se
utilizé amortiguador TMA con una concentracién inicial de NaCl de 0.05 y 0.03 M NaCl para HsPrx1
y HsPrx2 respectivamente. En los experimentos con urea, se utilizo el amortiguador de
almacenamiento y concentraciones de 4y 0.25 uM de HsPrx1 y HsPrx2. En una de las dos jeringas
del equipo se colocaron los reactivos reducidos (Prx) y en la otra el H,0, en amortiguador
correspondiente y con la concentracidén deseada de NaCl o urea en ambas jeringas. Para cebar el
sistema de ductos que conducen a la celda de medicion/mezclado se realizaron 5 disparos y se
realizaron de 10 a 15 repeticiones por corrida (réplicas técnicas).

Modelos de ajuste de datos
Disociacion concertada

La disociacidn del decamero de Prx a 5 dimeros puede ser descrita por la siguiente ecuacion de

equilibrio:
decamero < 5 dimero Ec. 2.15
__ [dimero]®
Kp = [decdmero] Ec. 2.16

Donde Kp es la constante de disociacion. También podemos escribir Fpec en funcidn de la
concentracion del dimero de Prx de la siguiente forma:

5[decamero]

Fpge = 5[decamero]+[dimero] Ec.2.17

A partir del equilibrio de disociacion (Ec. 2.16) podemos definir a la concentracién del decamero
en funcion de la del dimero:
__ [dimero]®

[decamero] = —— Ec. 2.18
Kp

Si sustituimos la concentracién del decamero de la Ec. 2.18 en la Ec. 2.17 y aplicamos algebra
simple, podemos obtener la siguiente ecuacion para calcular Fpec en funcién de la concentracién
del dimero y Kp:

[dimero]*

F = Ec. 2.19
DEC [dimero]4+15KD

No obstante, debido a que la Kp de este equilibrio tiene unidades de M#, planteamos que reportar
un valor de Co s seria mas util. Este valor remite a una concentracion de Prx donde los mondémeros
estan equitativamente distribuidos entre dimeros y decameros.
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Este valor se puede despejar de la Ec. 2.19 dada la relacion entre dimeros y decdmeros:

4 K,
Cos = /?D Ec. 2.20

Este es el modelo mas simple esperado para este proceso de disociacion, ya que no contempla la
existencia de especies intermedias entre decameros y dimeros, ni las posibles distintas
velocidades de asociacién y disociacién en cada paso.

Modelo tipo Hill

El modelo anterior fue muy util para ajustar los datos de fasores HsPrx1 reducida. Para las
versiones oxidadas a disulfuro de las proteinas y para HsPrx2 reducida este no funciond. Por eso
tuvimos que utilizar otro modelo que nos permitiera obtener un valor similar al Cos para poder
comparar entre las distintas condiciones de forma simple, sin adentrarnos en la complejidad de
determinar constantes de asociacion/disociacién microscépicas para los pasos individuales del
equilibrio de oligomerizacidn. En esos casos ajustamos las curvas de Fpec vs concentracion de Prx

([Prx]) con la siguiente ecuacion tipo Hill:

_ [x]™
y = Amp * KTt Ec. 2.21

donde y es Fpec, x es [Prx], Amp es la amplitud de la curva en el eje de las ordenadas, Kos
(equivalente a Cos) es el centro de la sigmoide y n es la pendiente de la curva (cooperatividad).

Ajustes exponenciales

Los cursos temporales de la cinética de reduccién de Prx con DTT seguida por fasores fueron
ajustados a una funcién monoexponencial con la siguiente forma:

y = A;e(Trovs*¥) 4 ¢ Ec. 2.22

donde y es la fracciéon de Prx reducida, A; es el valor inicial en y, x es el tiempo, C es la fraccién de
Prx reducida al final de la reaccidn y kows es la constante cinética observada de primer orden.

Para el ajuste de la cinética preestacionaria de oxidacién de Prx en stopped-flow, se realizé un
ajuste biexponencial segun la siguiente expresion:

y = A;eCkobsi*¥) 4 A, e(“Kobs2*¥) 4 Ec. 2.23

donde y es la emision de fluorescencia, x es el tiempo, Az Yy kobs1, A2 Y kobs2 son las amplitudes y
constantes de velocidad de cada exponencial y C es el valor de emisidn al final de la reaccion.
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2.2. Resultados y discusion

La primera parte de los resultados (2.2.1. a 2.2.4.) consiste en el desarrollo de la metodologia de
fasores en conjunto con SEC para estudiar la oligomerizacién de Prx. Este trabajo se centrd en
HsPrx1 en su forma reducida y culminé en la publicacién del método en el articulo: “Fluorescence
Lifetime Phasor Analysis of the Decamer-Dimer Equilibrium of Human Peroxiredoxin 1”1%. El resto
de los resultados auin no han sido publicados.

2.2.1. Dependencia de las propiedades de fluorescencia de HsPrx1 con la
concentracion

Una de las formas de estudiar asociacidon y disociacidn de proteinas es seguir el proceso variando
la concentracion. En el caso de Prx, suponemos que a concentraciones altas observaremos
principalmente decameros y que a medida que diluimos la muestra comenzaremos a notar su
disminuciéon y un aumento en la cantidad de dimeros. En primer lugar, estudiamos las
propiedades de fluorescencia de HsPrx1 para determinar cudl de ellas era mas sensible a los
cambios en la concentracion de la proteina.
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Figura 2.4. Las propiedades de fluorescencia de HsPrx1 dependen de su concentracion. Los trazos negros y rojos
corresponden a 20 uM y 0.5 uM respectivamente. A. Espectros de emisidn con Aex 280 nm; arriba de los espectros
se indican los valores del centro de masa (CM). B. Grafico de fase (cuadrados) y modulacidn (circulos) obtenido a
partir de mediciones de T en el dominio de frecuencia a diferentes frecuencias de modulacién de la luz. C.
Distribuciones de Lorentz obtenidas del ajuste de T.

Los espectros de emision de fluorescencia y T de HsPrx1 se midieron a 20 uM y 0.5 uM (Figura
2.4). A partir de los espectros de emisién normalizados y sus centros de masa, podemos observar
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una diferencia entre las dos concentraciones analizadas: un desplazamiento hacia el rojo de 3 nm
en la emisién a 0.5 uM en comparacion con 20 uM (Figura 2.4A). Este desplazamiento hacia el
rojo puede estar preliminarmente relacionado con un cambio en el entorno de los residuos de
triptéfano como resultado de la disociacion de decameros a dimeros.

Las determinaciones de T en el dominio de frecuencia (Figura 2.4B) resultaron en la presencia de
dos componentes (t1y 12), después de ajustar los resultados a una distribucion de Lorentz (Figura
2.4C). Este modelo de ajuste fue elegido debido a su bajo valor de x> (~0.46) en comparacion con
otros modelos (discreto ~2.53 y Gaussiano ~1.1). Se observd una disminucién en el valor del
componente principal Tl de 5.5 a 4.4 ns y en la contribucién a la intensidad de fluorescencia (fj)
al diluir la proteina, mientras que el segundo componente (t2) permanecid igual (Figura 2.4C), sin
embargo, aumenté su fi. Ademas, la forma de las distribuciones fue diferente en cada caso ya que
se observé un cambio en sus anchos, que se relaciona con la movilidad conformacional alrededor
del fluoréforo (W87 y 177)%8>188 En el caso de 0.5 uM, la distribucién de t1 se ensanché mientras
que la de 12 se volviéd mas fina con respecto a 20 uM. La forma mas intuitiva de relacionar anchos
de distribuciones de T con la dindmica conformacional de proteinas, es suponer que el aumento
en el ancho se relaciona con un aumento en las conformaciones accesibles. No obstante, también
se puede plantear lo opuesto para situaciones donde hay un aumento en la libertad
conformacional (desnaturalizacion), donde se puede argumentar que el incremento en las
conformaciones accesibles lleva a una disminucién del ancho de la distribucién'®>. En este caso
podriamos decir que, si cada distribucion representa la dindmica de dos regiones distintas de
HsPrx1 (debido a que W87 y W177 estdn alejados espacialmente), las mismas cambian de forma
opuesta al diluir la proteina. En suma, es claro que hay un cambio en el t al diluir la proteina que
parece ser mas pronunciado que el observado en los espectros de emision.

2.2.2. Estudio de la disociacion de HsPrx1 por el andlisis de T mediante
fasores

Como suele ocurrir en proteinas, el decaimiento de la fluorescencia intrinseca de HsPrx1 es
complejo y, aunque se observd una diferencia significativa en los T de Trp en las dos
concentraciones analizadas, el ajuste no proporciona una manera facil de estudiar asociaciones
proteicas. Incluso, la interpretacion de la forma de las distribuciones es extremadamente dificil y
hasta puede llegar a ser contraintuitiva, como quedd en evidencia en lo discutido. En cambio, el
enfoque de fasores tiene la ventaja de que compila toda la complejidad de t en un solo punto y
simplifica el andlisis, a la vez que permite realizar cuantificaciones'®. Es por eso que usamos el
método de fasores para estudiar cuantitativamente el equilibrio decdmero-dimero de HsPrx1.

El valor de T fue claramente sensible a los cambios en la concentracidn de HsPrx1, por lo que el
equilibrio oligomérico fue mas facil de abordar utilizando fasores (Figura 2.5). Diferentes
concentraciones de proteina provocaron cambios en la vida media y en los puntos de fasores. Se
realizé un barrido logaritmico de frecuencias en un rango de 10 a 200 MHz para todas las
concentraciones de proteina, con el fin de encontrar una frecuencia en la que los puntos se
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distribuyeran de manera éptima a lo largo de una recta (Figura 2.5A). Elegimos 103 MHz como la
frecuencia que mejor cumplié con nuestro criterio y utilizamos estos datos para el analisis.
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Figura 2.5. Disociacidn de HsPrx1 seguida por fasores. A. Se realizaron medidas de t en el dominio de frecuencia
(10-200 MHz) a diferentes concentraciones de HsPrx1 (80-0.01 uM) y se convirtieron en puntos de fasores. Los
colores representan diferentes frecuencias y la multiplicidad de puntos representa las distintas concentraciones
de proteina. Los puntos vacios corresponden a los fasores de la sefial del amortiguador. B. Fasores obtenidos a
103 MHz. La linea negra conecta los puntos obtenidos a altas (80 uM) y bajas (0.2 uM) concentraciones de HsPrx1.
La dilucién de HsPrx1 llevo a la pérdida de sefial y al desplazamiento de los fasores hacia la fluorescencia del buffer
(linea y punto celeste). Los numeros indican la concentracion (uM) en cada punto. C. Ajuste de los datos a un
modelo de disociacion de decdmero a dimero. La fraccién de decamero (Foec) se calculd a partir de las coordenadas
de los fasores utilizando la Ec. 2.10 y se graficé contra la concentracidn de proteina; luego se ajustd al modelo de
la Ec. 2.19. Los datos se representan como el promedio + desviacion estandar de tres experimentos
independientes.

La Figura 2.5 muestra los datos obtenidos y describe, paso a paso, cdmo se construye la curva de
disociacion utilizando el analisis de fasores. La linea negra en la Figura 2.5B representa la
trayectoria de oligomerizacion, desde decameros (extremo izquierdo) hasta dimeros (extremo
derecho) a altas y bajas concentraciones de HsPrx1, respectivamente. La acumulaciéon de puntos
en ambos extremos de la trayectoria nos ayudd a definir regiones especificas para cada especie
oligomérica. Detectamos que desde 80 hasta 5 uM los puntos de fasores estaban muy cercanos
entre si, por lo tanto, definimos 80 UM como el punto de inicio que representa exclusivamente al
decdmero de HsPrx1. En el extremo opuesto, los puntos de fasores de 0.5 a 0.2 uM demostraron
el mismo comportamiento, y definimos 0.2 pM como el punto final, que representa
exclusivamente al dimero. La linea recta que conecta los puntos de fasores sugiere que la
presencia de oligdmeros intermedios es escasa, debido a que serian nuevas especies fluorescente
que quedarian fuera de la recta®®®. Este comportamiento, refleja una interconversion rapida entre
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decameros y dimeros, o, que los intermediarios no son lo suficientemente estables para ser
detectados.

Habiendo definido la trayectoria de disociacién, calculamos Fpec para todas las concentraciones
analizadas entre 80 uM y 0.2 uM de HsPrx1 utilizando la Ec. 2.10. Al graficar Fpec contra la
concentracion de HsPrx1, construimos la curva de disociacién (Figura 2.5C) y realizamos el ajuste
a nuestro modelo (Ec. 2.19). A partir del ajuste, obtuvimos una Kp de (1.1 £ 0.2) x 107%* M* (R? =
0.99) y con la Ec. 2.20 calculamos un valor de Cp5 de 1.36 + 0.24 uM.

También observamos la presencia de una segunda trayectoria en el grafico de fasores que
consistio en el desplazamiento de los puntos de baja concentraciéon desde la zona del dimero
hacia el fasor del amortiguador (linea celeste, Figura 2.5B). Atribuimos este fendmeno a la
dilucién de nuestra muestra y no a ninguna otra transicion oligomérica (de dimero a mondmero),
por lo que los puntos de fasores que cayeron en este nuevo segmento (0.1 y 0.01 uM) no se
consideraron para la curva de disociacién. A estas concentraciones de proteina, a medida que
disminuye la fluorescencia la contribucion relativa de la sefial de fondo al total comienza a
aumentar, desplazando los fasores desde la region del dimero hacia el buffer. Observamos el
mismo comportamiento diluyendo el fluoré6foro NATA (Anexo 5.1.2). Cabe destacar que esta
situacién se observa con frecuencia en estudios de FLIM en células'®®1®, |as cuales pueden
presentar una sefial basal significativa. Destacamos la importancia de poder identificar el proceso
de dilucién de la sefal en estos experimentos donde diluimos la muestra, porque sabemos que
como minimo esperamos dos trayectorias: una correspondiente al cambio oligomérico y otra a la
disminucion de la sefial. Otra cuestidn, es que cuanto mas cercano a 180 ° sea el angulo entre las
dos trayectorias, mas dificil sera saber donde termina la de interés (disociacion, etc), lo que puede
llegar a dificultar el calculo de la fraccion del fluoréforo. Si bien es posible corregir la contribucion
de la sefial de fondo, no logramos llegar a una expresion aritmética definitiva para hacerlo.

2.2.3. Estudio de la disociacion de HsPrx1 por fasores espectrales

A pesar de la pequeiia diferencia observada en los espectros de emisidon de HsPrx1 a altas y bajas
concentraciones (Figura 2.4A), intentamos extraer informacion sobre el equilibrio de
oligomerizacién a partir de datos espectrales. Con este propdsito, transformamos los espectros
de las diferentes concentraciones de HsPrx1 al espacio de fasores espectrales (Ec. 2.11, 2.12). A
diferencia del CM, los fasores espectrales ofrecen una manera simplificada y cuantitativa para
analizar los datos de espectros de emisidn, muy similar a lo realizado con los datos de t. El analisis
de los espectros de emision mediante fasores espectrales nos permitié identificar decameros y
dimeros de HsPrx1, separados a lo largo de una recta, a distintas concentraciones (Figura 2.6B,
2.6C). Dado que nos encontramos en el espacio de fasores, utilizamos el mismo analisis que
realizamos con los datos de T (Ec. 2.10) y calculamos Fpec para las diferentes concentraciones. A
partir de la curva de disociacion (Figura 2.6D), obtuvimos valores de Kpy Cos de (4.5 +2.3) x 10724
M#*(R?2=0.89) y 1.95 + 0.99 uM, respectivamente. Aunque la similitud con el experimento de T es
alta, el rango dindmico para decameros y dimeros es mucho mas pequeno en los fasores
espectrales y los puntos cercanos a la transicién presentan un error mayor.

82



1.0
.10
§ L
2 08 0.5
S
o
g 06
9 o 0.0
(7]
2 04
S
3 0.5
- 02
0.04 -1.0
300 350 400 450 500 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
C A (nm) D G
0.75
1.0
+ ®
0.8
0.70 00.6
7] )
W o4
0.2
0.65
DIM 0.0
0.10 0.15 0.20 107 10 10° 10
G [HsPrx1] (M)

Figura 2.6. Disociacidon de HsPrx1 seguida por fasores espectrales. A. Espectros de emision de HsPrx1
normalizados (Aex = 280 nm) a diferentes concentraciones (de rojo a violeta oscuro: 0.5, 1, 2, 5, 10y 80
KUM). B. Grafico de fasores espectrales de los espectros de emisién en A. C. Fasores para cada espectro de
emisién (ampliacién de B). La transicion de decdmero a dimero se representa mediante la linea negra. D.
Gréfico de Foec en funcién de la concentracion de HsPrx1 y ajuste al modelo de disociacion (Ec. 2.19). Los
datos se representan como el promedio + desviacién estandar de tres experimentos independientes.

2.2.4. Validacion de los resultados por SEC

Para validar los resultados obtenidos mediante fasores se utilizd la cromatografia de exclusion
molecular (SEC). La SEC es un método clasico para estudiar la estructura cuaternaria de proteinas,
donde las diferentes formas oligoméricas se separan en funcién de su radio hidrodinamico. Sin
embargo, si la disociacion es relativamente rapida y la concentracidon de proteina es baja, la
proteina se diluye aun mas durante la cromatografia y puede cambiar su estado oligomérico, ya
gue el equilibrio es alterado durante la corrida. Por lo tanto, SEC debe considerarse una
aproximacion que podria proporcionar una subestimacion del Cps. Para minimizar la dilucién en
la medida de lo posible, se utilizé una columna pequefia (volumen muerto = 1.07 mL) y se inyectd
100 pL de proteina a la concentracidon deseada. Para mejorar la deteccidn de pequenas cantidades
de proteina, la elucion se siguié mediante fluorescencia, lo que permitié la deteccién de 0.3
pmoles de proteina (3 nM inyectados).
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Figura 2.7. Disociacion de HsPrx1 estudiada por SEC. A. Cromatogramas obtenidos a diferentes concentraciones
iniciales de HsPrx1, el decamero aparece a 3.8 min (flecha roja) y el dimero a 5.2 min (flecha violeta). B. Curva de
disociacién de Foec calculada a partir del drea bajo la curva (Ec. 2.1) en funcién de la concentracién de proteina. C.
Comparacion de las curvas de disociacion obtenidas a partir de las tres técnicas. Los datos se representan como el
promedio * desviacidn estandar de dos experimentos independientes (B).

A altas concentraciones de HsPrx1, aparecié un pico a 3.8 min, correspondiente a una masa de
270 kDa, consistente con la masa esperada para el decdmero (220 kDa), mientras que, a bajas
concentraciones el pico principal se desplazd a 5.2 min correspondiente a una masa de 42 kDa,
consistente con el dimero (44 kDa) (Figura 2.7A). La curva de disociacién se construyd con los
valores de Fpec calculados a partir de las areas de los picos (Ec. 2.1) en funcidn de la concentracion
de HsPrx1. Los resultados de SEC mostraron un Kp de (8.6 * 4.6) x 1072 M* y un valor de Cp s de
1.28 + 0.68 uM (Figura 2.7B). Sin embargo, los datos de SEC no ajustaron muy bien al modelo (R?
=0.89), como se ve particularmente en concentraciones superiores a 2 uM. Este resultado podria
explicarse por el hecho de que en SEC la concentracién de proteina no es constante a lo largo de
la corrida, por lo tanto, la dilucion de la proteina durante la cromatografia favorece la disociacion.
A pesar de esto, los resultados de SEC validan la estimacion inicial obtenida en los experimentos
previos de fluorescencia, ya que demuestra de manera inequivoca que a 20 uM y 0.5 uM las
especies predominantes son el decdmero y el dimero, respectivamente. Ademads, estos datos
respaldan la conclusién de que los cambios observados en las propiedades fluorescentes estan
relacionados con los cambios en la estructura cuaternaria.
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2.2.5. Dinamica de oligomerizacion de AHsPrx1y HsPrx2 en estado reducido
y oxidado

Usando el mismo enfoque, estudiamos el equilibrio oligomérico de HsPrx2 en su estado ditiol y
de HsPrx1y HsPrx2 en su estado disulfuro. Por eso retomamos los resultados de fasores y SEC de
HsPrx1 reducida, pero, cambiamos el modelo de andlisis (Ec. 2.21) para poder comparar entre
todas las condiciones y entre proteinas. Como se vio en los resultados anteriores, la transicion de
dimeros a decameros en HsPrxl es un proceso que ocurre en un rango estrecho de
concentraciones (0.5 a 3 uM) y con una pendiente pronunciada (n = 1.5), lo que refleja un proceso
altamente cooperativo (Figura 2.8B).
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Figura 2.8. Disociacion de HsPrx1 y HsPrx2 en sus formas ditiol y disulfuro (SEC). Cromatogramas de HsPrx1 (A)
0 HsPrx2 (C) en estado ditiol (linea continua) o disulfuro (linea discontinua) a diferentes concentraciones (uM). El
decamero y el dimero eluyen a los 3.8 y 5.2 min, respectivamente. Las lineas verticales grises representan los
tiempos de retencidn correspondientes a las proteinas utilizadas para calibrar la columna: tiroglobulina (669 kDa),
ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbimina (75 kDa) y ribonucleasa (13.7 kDa). Las curvas de disociacion
de HsPrx1 y HsPrx2en estado ditiol y disulfuro (B y D) se graficaron como la fraccion de decamero vs. la
concentracién de proteina. Las lineas representan los mejores ajustes a la Ec. 2.21.

HsPrx1 disulfuro, presenta una fraccion de decameros menor que HsPrx1 reducida a las mismas
concentraciones de proteina (Figura 2.8A) y la transicidon ocurre en un rango mas amplio de
concentraciones (Figura 2.8B). Esto resulta en un desplazamiento del Ko s (centro de la sigmoide)
de 0.8 uM (para HsPrx1 reducida) a 4.7 uM, asi como en el valor de n, que pasa de 1.5 a 0.9,
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indicando la pérdida de la cooperatividad del proceso de oligomerizacion cuando la enzima esta
completamente en su forma disulfuro.

Por otro lado, HsPrx2 muestra un comportamiento completamente diferente. La proteina en
estado ditiol eluye mayoritariamente como decamero a lo largo del rango de concentraciones
analizado y el pico correspondiente al dimero comienza a aumentar solo a concentraciones por
debajo de 0.2 uM (Figura 2.8C). La curva de disociacién tiene un Kos de 0.08 uM y describe un
proceso no cooperativo (n = 0.6), donde la fraccién de decamero disminuye solo un 30 % en un
rango de concentracion de 5 6rdenes de magnitud (Figura 2.8D). Curiosamente, no observamos
mas cambios en la cantidad relativa de decamero por debajo de 0.01 puM. Sin embargo, en el
estado disulfuro el equilibrio se desplaza hacia los dimeros, con un Kos de 14.4 uM y un valor de
n de 0.6. Como se muestra en los cromatogramas de la Figura 2.8D, el dimero es la especie
predominante hasta concentraciones cercanas a 10 uM. El resumen de los valores se puede
observar en la Tabla 2.1.

Para complementar estos resultados, empleamos la metodologia de fasores con la finalidad de
obtener resultados a concentraciones de proteina constante y con un grado mayor de detalle e
informacién. En este caso, se obtuvieron resultados muy similares a los de SEC para HsPrx1
reducida y oxidada, con Kos de 1.38 y 7.82 uM, y n = 3.5 y 1.5, respectivamente (Figura 2.9B).
Curiosamente, las trayectorias de los fasores de ambos estados se superponen y ocurren de
manera similar de izquierda a derecha (de altas a bajas concentraciones), donde el drea alrededor
del final de la transicidn es similar para las formas reducida y oxidada (Figura 2.9A). No obstante,
los decameros oxidados y reducidos estan bastante distantes, lo que hace que la transicidn sea
mucho mas corta para el estado disulfuro. A partir de los datos de SEC (Figura 2.8D), sabemos
gue HsPrx2 reducida no se disocia completamente en dimeros, lo que significa que no se
observaran fasores que representen exclusivamente esa forma oligomérica en estas condiciones
experimentales.

A primera vista (Figura 2.9C), los fasores de HsPrx2 en estado ditiol se acumulan a altas
concentraciones de proteina en la regidn del decdmero y luego comienzan a moverse hacia la
derecha en una linea bastante recta que termina directamente en el amortiguador, lo que indica
gue la muestra simplemente se esta diluyendo. Si observamos mas de cerca, vemos que la
trayectoria esta compuesta por dos rectas: una que va de la region del decamero hasta el fasor
de 0.1 uM y otra que va desde el ultimo hacia el amortiguador. Inicialmente pensamos que el
fasor de 0.1 uM podria corresponder al del dimero, sin embargo, los datos de SEC indican que
también hay decadmero a esas concentraciones. Para corroborar que esta primera trayectoria
correspondiera a la disociacion, afiadimos un punto con 2 M de urea ya que se ha demostrado
que esta concentracion de desnaturalizante conduce a la disociacion del decdmero 192, De hecho,
este punto se alinea bien con el del decamero al inicio de la trayectoria, indicando asi la direccién
de la disociacidon y explicando por qué los fasores se mueven en esa direccion hasta cambiar de
rumbo por la disminucién de la sefial.
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A pesar de no poder calcular la fraccion de decameros para HsPrx2 en estado ditiol, estos

resultados muestran que esta isoforma se disocia hasta cierto punto y que la proporcion

decamero-dimero no parece cambiar por debajo de 0.1 uM. Para la forma disulfuro, se observa

una transicion mucho mas corta (Figura 2.9C) y pudimos calcular la fraccién del decamero

obteniendo un Kops de 12 uM y un n = 1.5 (Figura 2.9D). El resumen de los valores se puede

observar en la Tabla 2.1.
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Figura 2.9. Disociacion de HsPrx1 y HsPrx2 en sus formas ditiol y disulfuro (fasores). A. Grafico de fasores de
HsPrx1 en estado ditiol (circulos azules) y disulfuro (triangulos celestes) a 52.8 MHz. A la derecha se muestra un
acercamiento de las trayectorias: las lineas sélidas azul y celeste representan la trayectoria desde 80 a 0.2 uM y
de 100 a 0.2 uM de HsPrx1, reducida y oxidada respectivamente. Los simbolos abiertos representan el fasor del
buffer (lo mismo en C). B. Foec calculada a partir de A, a diferentes concentraciones de HsPrx1. Las lineas sélida y
discontinua representan el ajuste de los datos experimentales usando Ec. 2.21. C. Grafico de fasores de HsPrx2
reducida y en estado disulfuro (circulos rojos y tridngulos naranjas) a 73.6 MHz. Las lineas sélidas negra y marrén
representan las trayectorias dentro del rango de concentracién indicado (uM). El tridngulo purpura representa
HsPrx2 1.2 uM ditiol en 2 M de urea. El asterisco indica 3 uM HsPrx2 en la trayectoria. D. Foec de HsPrx2 oxidada
en funcion de la concentracion de proteina (calculada a partir de C). La linea discontinua es el resultado del ajuste
usando la Ec. 2.21.
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Tabla 2.1. Valores de Kos y n obtenidos por SEC (Figura 2.8) y fasores (Figura 2.9) para HsPrx1 y HsPrx2 reducidas y
oxidadas a disulfuro. Nd. No determinado.

SEC Fasores
K0,5(|.1M) n Ko,s (MM) n
HsPrx1(SH): 0.8 1.5 1.38 3.5
HsPrx1(S)2 4.7 0.9 7.82 1.5
HsPrx2(SH): 0.08 0.6 Nd. Nd.
HsPrx2(S)2 14.4 0.6 12 1.5

Una observacion interesante, es que a la concentracion mas alta donde se esperan
exclusivamente decameros, los puntos de fasores de HsPrx1 y HsPrx2 no coinciden con los del
estado reducido a pesar de compartir la misma trayectoria (Figura 2.9A, 2.9C). Aungque ambas Prx
son principalmente decdmeros a esas concentraciones, los fasores de los decameros oxidados
estdn mas cerca del fasor del dimero que del decdmero en estado reducido. En este sentido, la
herramienta de fasores nos permite diferenciar entre decameros reducidos y oxidados, debido a
la ubicacién de los Trp en estas Prx. Los Trp responsables de la fluorescencia de HsPrx1 son W87
en la interfaz tipo Ay W177 en el Cr loop del sitio activo (Figura 1.19 y Anexo 5.1.3). Por lo tanto,
podemos plantear la hipdtesis de que W87 detecta cambios estructurales en la interfaz de
decamerizacion y W177 en el sitio activo, aunque estos cambios pueden estar correlacionados. A
altas concentraciones de proteina, la emisién de W87 estaria detectando la oligomerizacion
adecuada, mientras que W177 permanece bloqueado en el estado LU, resultando en una
distribucidn distinta de Ty, por ende, en un fasor diferente.

Una cuestion intrigante de la dindmica de oligomerizacion de HsPrx1 y HsPrx2, es que sean tan
distintas a pesar de ser proteinas con tan alta similitud. Si comparamos sus secuencias
aminoacidicas en un alineamiento (Anexo 5.1.3), observamos que 6 de las 42 posiciones que son
diferentes entre ellas estan ubicados en las regiones de interfaz de oligomerizacion (ll, Il y V).
Entonces, por mas que explicar las diferencias en base a esas 6 posiciones sea tentador, es
imposible descartar que residuos distintos en otras ubicaciones puedan contribuir a la estabilidad
del decdmero de Prx. Aspectos como la estabilidad del sitio activo, también podrian estar
contribuyendo a las diferencias observadas, dado que las regiones | y, en menor medida, Il sufren
cambios estructurales en la forma LU>2. En definitiva, no sabemos con precisidn cuanto pueden
influir diferencias estructurales a mayor distancia o efectos globales (como la diferencia en el pl)
sobre la interfaz de oligomerizacidon. Seguramente varias de estas diferencias estan

correlacionadas y en su conjunto explican los resultados observados.

Estudios previos de RMN de magic angle spinning (MAS) en Saccharomyces cerevisiae Tsal®* han
demostrado que el enlace disulfuro causa frustracidn estructural en el sitio activo y cerca de la
interfase tipo A. Aqui observamos que esta frustracion afecta negativamente la dinamica de
oligomerizacién en solucion, resultando en una mayor proporcién de dimeros y una pérdida de
cooperatividad del proceso de asociacién. Sin embargo, el decdmero de HsPrx1 demostrd ser mas
tolerante a esta frustracién, ya que el cambio en el Kos5 entre los estados reducido y oxidado
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permanece en el mismo orden de magnitud de concentracion de proteina (Tabla 2.1). Esto podria
deberse a que el decamero de HsPrx1 sea mas labil. Por otro lado, la formacidn del enlace
disulfuro intersubunidad desestabiliza profundamente la estructura del decamero de HsPrx2,
resultando en un cambio mayor en Ko s de 0.08 a 14 uM y obteniendo exclusivamente dimeros a
concentraciones de proteina inferiores a 2 uM.

2.2.6. Cinética de la transicion de dimeros oxidados a decameros reducidos

La metodologia de fasores nos permitié definir una trayectoria para la transicion decamero-
dimero de HsPrx1 y HsPrx2 en sus estados ditiol y disulfuro (Figura 2.9). Con esta informacion,
evaluamos la dinamica de la transicion de dimeros oxidados a decameros reducidos siguiendo el
cambio de los fasores a lo largo del tiempo utilizando 2 mM de DTT como agente reductor. Para
ambas proteinas, obtuvimos cursos temporales de fasores donde los puntos se desplazaron a lo
largo de una recta desde el fasor del dimero oxidado al del decamero reducido (Figura 2.10A).

Usando la Ec. 2.10, calculamos la fraccion de Prx reducida (en lugar de la fraccion de decameros)
a lo largo del tiempo y obtuvimos una cinética exponencial con constantes de velocidad
observadas de 0.068 y 1.1 min™ para HsPrx1 y HsPrx2 respectivamente (Figura 2.10B). Estos
resultados sugieren que la reduccién y/o ensamblaje de dimeros en decameros es 16 veces mas
rapida para HsPrx2. Resulté inesperado observar una diferencia tan grande, ya que el DTT es un
reductor de disulfuros inespecifico y los enlaces disulfuro son esencialmente los mismos en ambas
proteinas.
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Figura 2.10. Cinética de la transicion de dimeros oxidados a decameros reducidos. A. Curso temporal de fasores
para la reduccién de 10 uM de HsPrx1 (circulos azules) y 3 uM de HsPrx2 (circulos rojos) oxidadas, con 2 mM de
DTT a 75 y 58 MHz respectivamente. Los tridangulos y los circulos mas oscuros indican los puntos inicial y final de
la trayectoria. B. Fraccién reducida de HsPrx1 y HsPrx2 a lo largo del tiempo; las lineas representan el ajuste
exponencial de los datos (Ec. 2.22).

Esta observacion sugiere que existe una diferencia cinética en la reasociacidon de los dimeros
reducidos. De todas formas, no podemos descartar que el efecto observado se deba al tipo de
reductor utilizado, por lo que habria que realizar el experimento con distintas concentraciones de
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DTT. Teniendo en cuenta que la reasociaciéon es independiente de la velocidad de reduccion del
disulfuro, no deberiamos ver un aumento en la constante de velocidad conforme aumentemos
[DTT].

En el caso de que la diferencia observada se debiera exclusivamente a una reasociacién mas lenta
para los dimeros de HsPrx1, esto podria representar un nuevo freno en el ciclo catalitico de
AhpC/Prx1, que repercutiria en el consumo de H;0; y en las funciones de sefializacion.

2.2.7. Formacion de decameros mixtos entre HsPrx1y HsPrx2

A pesar de presentar diferencias, HsPrx1 y HsPrx2 tienen un 75% de identidad de secuencia en su
interfase de decamerizacion. Por lo tanto, quisimos saber si tanto los dimeros de HsPrx1 como los
de HsPrx2 podrian coexistir dentro de un mismo decamero. Para probar esta hipdtesis, se
realizaron andlisis de SEC y fasores con diferentes mezclas de las proteinas reducidas a
concentraciones especificas (Figura 2.11). Los resultados de SEC muestran que cuando se mezclan
0.5 uM de HsPrx1 (dimero) y 0.5 0 1 uM de HsPrx2 (decamero), el pico del dimero desaparece y
el area del pico del decdmero aumenta (Figura 2.11A, 2.11B). Sin embargo, cuando HsPrx1 se
mezcla con HsPrx2 a una concentracién donde la ultima empieza a mostrar una menor proporcion
de decameros (0.2 uM), los cromatogramas de las proteinas por separado no se pueden distinguir
del cromatograma de la mezcla.

Ademas, los resultados de los fasores apoyan la hipétesis. En el grafico de fasores, todas las
combinaciones de dos fluoréforos que no interaccionen deben caer dentro de una linea que los
conecta. Sin embargo, la mezcla de ambas Prx generd un punto fuera de la linea (Figura 2.11C),
lo que significa que se trata de una especie fluorescente cuya vida media no es una combinacién
de las de las dos proteinas por separado. Este fendmeno ya se ha observado antes en estudios de
interacciones proteina-proteina®®®,
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Figura 2.11. Formacion de decameros hibridos entre HsPrx1 y HsPrx2. A. Cromatogramas de SEC de las mezclas
de HsPrx1y HsPrx2. Las lineas rojas, azules y verdes representan HsPrx2, HsPrx1y su mezcla, respectivamente. Las
flechas verdes sefialan la direccién del cambio en los picos al mezclar ambas proteinas. B. Comparacién entre la
mezcla (verde) y la suma algebraica de los cromatogramas de HsPrx1 y HsPrx2 (gris). C. Grafico de fasores de
HsPrx1 y HsPrx2 reducidas y su mezcla 1:1, en concentraciones de 0.5 (azul), 1 (verde) y 2 uM (negro) cada una.
Las lineas representan las barras de error en Gy S para 5 repeticiones.
En nuestro caso, los resultados de fasores sugieren que HsPrx1y HsPrx2 pueden interactuar entre
si en las concentraciones utilizadas en el analisis de SEC. Curiosamente, la mezcla de 2 uM no
mostré el mismo comportamiento, ya que cayé dentro de la linea que conecta los fasores de las
proteinas aisladas, lo que indica que la interaccidon no se ve favorecida. Estas observaciones
permiten plantear que la probabilidad de encontrar decameros hibridos puede depender del
estado del equilibrio oligomérico de cada proteina. A 2 UM, ambas proteinas reducidas existen
predominantemente como decdmeros (Kos de 1.3 y 0.08 puM para HsPrxl y HsPrx2,
respectivamente), por lo que la probabilidad de formacion de decameros hibridos es baja. Sin
embargo, cuando se mezclan ambas proteinas a 0.2 uM, donde su equilibrio oligomérico es mas
dindmico, tampoco se observan decameros hibridos, probablemente porque no son lo
suficientemente estables como para ser detectados.
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2.2.8. Formacion de decameros covalentes en HsPrxI1

A diferencia de HsPrx2, HsPrx1 tiene un residuo de cisteina adicional (C83) ubicado en la interfase
entre dimeros en el decdmero (misma posicidon que T82 en HsPrx2, Anexo 5.1.3), cuya oxidacién
podria generar un decamero estabilizado por enlaces disulfuro. Por eso, decidimos analizar la
distribucién de especies oligoméricas durante la reaccién entre HsPrx1 oxidada (1 uM) y un
exceso de 500 uM de H,0; (Figura 2.12). En la Figura 2.12A se observa la acumulacién de una
especie con el peso molecular correspondiente a un tetrdmero entre los picos de decameros y
dimeros. Notamos que los tetrameros comienzan a acumularse en el tiempo, mientras que la
cantidad de dimero disminuye (Figura 2.12B). Estos resultados sugieren que la oxidacién de la
C83 lleva a la formacion de un enlace disulfuro entre dimeros formando un tetramero covalente.
A pesar de que la reaccién es muy lenta (constante de velocidad observada 5.5 x103 s?) y no llegd
a completitud en el tiempo ensayado, estos datos apoyan la hipdtesis de que los residuos de C83
pueden formar enlaces disulfuro en la interfase de oligomerizacion.
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Figura 2.12. Reaccidn del disulfuro de HsPrx1 con H:0:2 seguida por SEC. A. Cromatogramas obtenidos de 0 a 60
min cada 10 min y a los 100 min, representados en escala de grises. El cuadrado, circulo y tridngulo representan
las regiones del cromatograma correspondientes a decameros, tetrameros y dimeros de HsPrx1. B. Determinacion

de la fraccidén de cada especie (Ec. 2.1) en funcion del tiempo, las dreas de cada especie fueron obtenida a partir
del ajuste a multiples picos gaussianos del cromatograma.

La naturaleza covalente del tetrdmero fue puesta a prueba realizando una dilucién de la mezcla
de reaccion de 1 a 0.05 uM HsPrx1 luego de los 100 min. En el cromatograma de esta muestra,
cambiaron las fracciones relativas de decameros y dimeros debido a la dilucién (aumenté el pico
del dimero). Sin embargo, la fraccion del tetrdmero permanecidé igual, lo que da indicios de que
se trata de una especie covalente (Anexo 5.1.4).
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2.2.9. Efecto del NaCl y la urea en la oligomerizacion

Como se menciond en el capitulo de introduccidn, la naturaleza del equilibrio entre decameros y
dimeros es dificil de predecir entre miembros de la familia AhpC/Prx1, principalmente porque es
una propiedad que depende de varias regiones de la proteina que estan conectadas
dindmicamente a nivel estructural. Lo mismo sucede con el efecto de ciertos factores sobre este
equilibrio (fuerza idnica (W), pH, temperatura, etc.), que para la misma condicidén puede ser
opuesto en miembros distintos de la familia. Con el fin de estudiar la naturaleza fisicoquimica del
equilibrio de oligomerizacion y puntualmente encontrar condiciones que pudieran favorecer una
forma oligomérica con respecto a la otra, realizamos experimentos de fasores en presencia de
concentraciones crecientes de NaCl y urea para HsPrx1 y HsPrx2 respectivamente (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Efecto de la fuerza idnica y urea en la oligomerizacion de HsPrx1y HsPrx2. A. Grafico de fasores (52.8
MHz) de las trayectorias decamero-dimero a distintas concentraciones de HsPrx1 (igual que en Figura 2.9A,
circulos azules, flecha azul) y de 1 uM HsPrx1 a concentraciones crecientes de NaCl (triangulos y flecha verde),
expresada como fuerza idnica (p). B. Foec vs. W ajustado con la Ec. 2.21 para obtener el centro de la transicidn. C.
Gréfico de fasores (73.6 MHz) de las trayectorias decdmero-dimero a distintas concentraciones de HsPrx2 (20 a
0.01 uM, circulos y flecha roja) y de 1.2 uM HsPrx2 a concentraciones crecientes de urea (triangulos y flecha
violeta), Los signos de interrogacidn sefialan una especie que sale de la tendencia en 5.85 M urea. El cuadrado
amarillo representa 3 UM HsPrx2 oxidada. D. Grafico de la distancia acumulada entre puntos en funcion de la
concentracion de urea. Se realizé el mismo ajuste que en B hasta 2 M.
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Planteamos que conociendo las trayectorias de disociacion y partiendo de una posicion del
equilibrio a una concentracién de Prx determinada, podriamos evaluar el efecto de estos factores
en la oligomerizacion.

En el caso de HsPrx1, observamos que a una concentracion de 1 uM (debajo del Co5) a medida
gue se aumento W los puntos comenzaron a moverse hacia la region del decdmero sobre la misma
recta que para los experimentos de disociacién (Figura 2.13A). Tomando la distancia entre puntos
a valores de p crecientes y dividiéndola entre la distancia total de la trayectoria de dimeros a
decameros, obtuvimos un perfil sigmoide de Foec en funcidn de p, cuyo centro se ubicd en 1.9 M.
Este resultado sugiere que el aumento en la polaridad del medio estabiliza la estructura del
decamero de HsPrx1, algo que se espera a nivel general para interacciones hidrofdbicas, que son
el tipo de interaccion principal entre dimeros de ambas Prx. No obstante, u puede estar actuando
también a nivel de la electrostatica, ya que al pH del experimento (pH 7.4) HsPrx1 tiene una carga
neta positiva (pl 8.3). Quizas la presencia de contraiones ClI alivian la repulsién electrostatica
entre subunidades y de esa forma estabilizan al decamero. Otra cuestion a atender es que el
aumento de la fraccidén del decamero se detuvo a la mitad de la trayectoria, esto puede deberse
a diferencias en el rendimiento cuantico o a que la contribucion al total de la emision no sea la
misma. De todos modos, seria necesario realizar SEC para corroborar que a ese valor de p haya
s6lo decameros.

Partiendo del antecedente que muestra la disociacion de HsPrx2 en condiciones “suaves” de
desnaturalizacién con ureal®, quisimos evaluar el efecto de este agente. En primera instancia la
motivacion fue encontrar el fasor del dimero de HsPrx2. El experimento se realizé incubando 1.2
UM de proteina en soluciones con distintas concentraciones de urea (0 a 5.85 M) y se observo el
movimiento de los puntos alejandose de la regién del decamero y deteniéndose alrededor de 2
M de urea (Figura 2.13C). A concentraciones mayores, los puntos se siguieron desplazando de
forma mas erratica hasta llegar a una region mas lejana en 5.85 M. Basandonos en el antecedente,
podemos plantear que el primer desplazamiento tiene su final en el dimero, mientras que el
segundo podria ser el mondmero o algun estado desnaturalizado. El hecho de que el final del
primer desplazamiento coincida con el fasor del dimero oxidado (corroborado por SEC), afianza
el planteo inicial. Al graficar la distancia entre los puntos a distintas concentraciones de urea
(Figura 2.13D), se obtuvo un perfil de dos fases: el primero de forma sigmoide centrado en 0.5 M
y el segundo de mayor desplazamiento sin una forma clara. Otra observacion a destacar es que la
trayectoria de la urea parece ser la continuacion de la de disociacion.
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2.2.10. Oxidacion de HsPrx1y HsPrx2 en presencia de NaCl y urea

La relacidn entre la oligomerizacion de AhpC/Prx1 y sus funciones peroxidasa y de sefializacion,
es un tema persistente en el campo. Inclusive al dia de hoy, abordar esta cuestidon sigue siendo
un gran desafio. De los resultados anteriores, pudimos generar condiciones experimentales que
sospechamos pueden “empujar” el equilibrio hacia decameros (alta u) o dimeros (urea), sin tener
que introducir mutaciones en la estructura de la proteina. Aprovechando esto, procedimos a
evaluar la cinética de los dos primeros pasos del ciclo catalitico (formacion CpSOH y Cp-Cg) para
ambas Prx en presencia de NaCl y urea, usando H,0; como oxidante (Figura 2.14).

Los experimentos se realizaron en el equipo de stopped-flow, siguiendo los cambios de
fluorescencia correspondientes a la oxidacién por H,0,. Para ambas Prx se espera el mismo
patréon: una bajada répida de la sefial correspondiente a la formacion de CpSOH (kobs1), seguida
de una subida mas lenta que refleja el proceso de resoluciéon (formacién de Cp-Cg,
kobs2)*1424486:197 | 3 diferencia principal entre HsPrx1 y HsPrx2 esté en la subida, con valores de
kobsz de 12 y 0.25 s respectivamente®?. El efecto del NaCl resultd ser similar para ambas
proteinas, ya que se observé una disminucion sistematica en los dos parametros conforme se
aumenté la concentracion (Figura 2.14 A-B; E-F). No obstante, el enlentecimiento no fue parejo
para kobs1Y kobs2 €n las dos Prx. En HsPrx1 la disminucion de kobs1 llegd a una “saturacion” a2.5 M
NaCl a un 49.4% de su valor inicial, mientras que para kobs2, la disminucién fue de 93.3%. En
HsPrx2, notamos que a baja p (0.03 M NaCl) obtuvimos un valor de kobs2 del doble de lo que se
espera en amortiguadores como PBS (0.15 M NaCl aprox.). La saturacién de la diminucion de kobs2
se vio a concentraciones de NaCl inferiores a las observadas para HsPrx1 (0.5 M), con valores que
representan 25% (teniendo en cuenta el valor a baja p) y 40% (i de PBS) del inicial. En cambio,
kobs1 mostré el mismo perfil disminuyendo a 45.7% del valor inicial, pero, a 0.5 M NaCl. El efecto
de la urea sobre la constante de velocidad fue mas parejo para ambas Prx, observandose una
disminucion de kobs1y un aumento de kobs2 @ concentraciones crecientes (Figura 2.14 C-D; G-H).
En HsPrx1, kobs1 disminuyd un 34% a una concentracion 1M de urea, mientras que kobsz aumentod
10 veces su valor inicial a 2 M. Para HsPrx2, se observé que a 2 M urea kobs1 disminuyd
aproximadamente a un 20% (Anexo 5.1.5), mientras que kobs2 también aumenté 10 veces.

Si suponemos que el aumento de p por NaCl y la urea tienen el mismo efecto para las dos Prx,
esperamos que se estabilice el decdmero a altas concentraciones de NaCl y desestabilizarlo en
presencia de urea. Ademas, teniendo en cuenta que hay una supuesta relacién entre el equilibrio
conformacional (FF-LU) y el oligomérico, podriamos plantear un escenario que justifique el
cambio en la cinética observada. El cambio mas grande se vio en la velocidad de resolucién, que
es un proceso que requiere de un rearreglo conformacional importante que de por si genera
frustracion estructural e inestabilidad en el decamero (Figura 2.8, 2.9). Forzar la estructura del
decamero reduce la libertad conformacional y de esta forma disminuye kobs2. En cambio, la urea
induce el efecto contrario, hace a la proteina mas labil, desplaza el equilibrio hacia dimeros y
aumenta la probabilidad de la transicién FF-LU conduciendo al aumento en kobs2 observado.
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Figura 2.14. Efecto de la fuerza idnica y urea en la oxidacidon de HsPrx1 y HsPrx2 por H20:. A. Cursos temporales
de fluorescencia (Aex 280 nm) de la oxidacién de HsPrx1 0.5 uM con 2 uM H,0; en presencia de NaCl. El trazo negro
es la condicion de menor concentracidn (0.05 M NaCl) B. Grafico de kobs1 y kobs2 obtenidas del ajuste biexponencial
(Ec. 2.23) de los cursos temporales de A, en funcidn de la concentracidon de NaCl. En Cy D, se muestran los cursos
temporales de la oxidacidn de HsPrx1 4 uM con 4 uM H202 y kobs1 Y kobs2 en funcidon de la [Urea], respectivamente.
El trazo negro indica el control sin urea. E. Cursos temporales de la oxidacién de HsPrx2 0.25 uM con 5 uM H20: a
distintas [NaCl]. El trazo negro fue obtenido a 0.03 M NaCl. De estos cursos temporales se obtuvieron las kobs
graficadas en F. G. Cursos temporales de oxidacion de HsPrx2 0.25 uM en ausencia (negro) o presencia (violeta)
de 2M urea. H. kobs2 a distintas concentraciones de H202 en las mismas condiciones que G. Los datos se representan
como el promedio * desviacién estdndar de 10 o 15 repeticiones técnicas.
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No obstante, la disminucion de kobs1 €n ambos casos sugiere que cualquiera de las dos condiciones
va en detrimento de la reaccién quimica y/o de la estructura nativa del sitio activo (FF). En
definitiva, el caracter pleiotrépico del NaCl y la urea, hace dificil poder vincular definitivamente

los cambios vistos en la cinética con los de la oligomerizacion.
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2.3. Conclusiones

Desde los inicios en la investigacion en Prx, la estabilidad relativa de los dimeros y decameros en
las AhpC/Prx1 mostré ser dependiente del estado redox con la reduccion favoreciendo al
decamero y la oxidacién al dimero. Esto también llevd a la suposicidon de que los estados FF y LU
estan relacionados con los decameros y dimeros, respectivamente. Sin embargo, esto esta lejos
de ser la norma entre miembros de la familia, ya que el vinculo entre dindmica estructural de sitio
activo y de oligomerizacion puede llegar a ser muy diverso. En este trabajo, nuestro objetivo fue
desarrollar la metodologia de fasores en conjunto con SEC para obtener informacién detallada de
la dindmica de oligomerizacién de HsPrx1 y HsPrx2. Con fasores, pudimos utilizar los residuos de
triptéfano conservados en HsPrx1 (W87, 177) y HsPrx2 (W86, 176) como sondas para evaluar su
equilibrio de oligomerizacion en distintas condiciones. El analisis en paralelo con SEC validé los
resultados observados por fasores, mostrando que en efecto estdabamos explorando diferentes
fracciones de decameros en las condiciones ensayadas.

Para HsPrx1 se determinaron valores de Cps y Kos de la transicion decdmero-dimero en sus
estados reducido y oxidado, dentro del rango micromolar (1.38 — 7.82 uM). En cambio, HsPrx2 no
se disoci6 completamente a menos que estuviera oxidada o sometida a condiciones de
desnaturalizacion suave (urea 2 M), lo que sugiere que forma decameros altamente estables. Por
otro lado, la formacion del enlace disulfuro en el sitio activo desestabilizdé la estructura del
decamero, desplazando el equilibrio hacia dimeros. En esta situacion el efecto fue mayor para
HsPrx2, lo que destacé su baja tolerancia a la frustracion conformacional, en contraposicion con
HsPrx1, que se vio menos afectada. Ademas, las diferencias en la cinética de reduccion vy
reensamblaje del decdmero entre ambas Prx, genera la hipdtesis de que existan diferencias
cinéticas en la reestructuracién del sitio activo, siendo este proceso considerablemente mads
rapido para HsPrx2.

La similitud entre interfases de decamerizacién de HsPrx1y HsPrx2 a nivel de secuenciay su carga
opuesta a pH fisioldgico (pl tedricos 8.3 y 5.7), son buenos motivos para pensar que decdmeros
con dimeros de ambas proteinas puedan llegar a formarse. Utilizando fasores y SEC pudimos
detectar estos decameros mixtos in vitro. La existencia de estas especies representa una nueva
capa de complejidad en la funcidn y el mecanismo de Prx, ya que puede modificar la actividad
peroxidasa y habilitar nuevas interacciones en complejos de sefalizacién. El préximo desafio esta
en encontrar decameros mixtos en células y descubrir si tienen una funcidn especifica.

Los cambios en la cinética de oxidacion de HsPrxl y HsPrx2 observados a distintas
concentraciones de NaCl y urea, apoyan la hipdtesis de que el equilibrio oligomérico esta
intimamente relacionado con el equilibrio conformacional del sitio activo de AhpC/Prx1y, por lo
tanto, también su reactividad con H,O; y velocidad de resolucion. En este sentido, encontramos
condiciones experimentales donde podemos manipular la velocidad del paso de oxidacion de
estas Prx y cambiar el equilibrio oligomérico independientemente de la concentracion de
proteina.
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En general, las AhpC/Prx1 son bastante abundantes dentro de las células'?, con concentraciones
en el rango de decenas de micromolar®® y mayormente reducidas en condiciones de estado
estacionario. Trasladando esto a HsPrx1 y HsPrx2 y teniendo en cuenta sus valores de Cos y Kos,
es seguro suponer que se encuentran mayoritariamente como decameros. Sin embargo, la
reaccion con H;0; y la formacion del disulfuro desestabilizan momentaneamente la estructura
del decamero, promoviendo la disociacion, cuya magnitud va a depender del grado de oxidacion
y la disponibilidad de equivalentes de reduccion. Asimismo, la gran inestabilidad estructural
introducida por el enlace disulfuro puede desmantelar interacciones entre el decdmero vy los
posibles interactores, permitiendo que el H,0, pueda sefializar a través de Prx sin causar una
modificacidon oxidativa en el blanco. A la vista de los resultados, esto seria mas relevante en
HsPrx2.

Ademas, la interaccidn con blancos de sefializacion y estructuras subcelulares también puede
modificar el estado oligomérico localmente en las ubicaciones celulares donde se establezcan.
Tedricamente, es interesante plantear que va a existir una poblacion de Prx con una configuracion
estructural y, por lo tanto, una reactividad diferente, adaptada especificamente a los
requerimientos de los complejos de sefializacion en los que participe. Por ultimo, la hipotética
reasociacion mas lenta de HsPrx1 abre una nueva ventana temporal donde el dimero, apenas sea
reducido, podria interactuar con otras proteinas blanco o formar parte de decameros hibridos
con HsPrx2.
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Capitulo 3

Estudio cinético y estructural de la
reduccion de Prx por Trx
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Prefacio

En la primera década después del reporte que definid a las Prx como peroxidasas, algunos
investigadores las caracterizaron como limitadas en comparacién con otras peroxidasas®®2%,
mientras que otros autores las hallaron extremadamente rapidas3®4%43, Paraddjicamente, ambas
opiniones eran correctas. En términos de su reaccion con H,0, y otros perdxidos, algunas Prx son
excepcionalmente reactivas con constantes de velocidad (kn202) cercanas al limite de difusion. Sin
embargo, al considerar el ciclo catalitico entero las Prx presentan valores relativamente bajos.
Uno de los ejemplos mds extremos es el de HsPrx2, cuya reaccién con H,0, es muy rapida (k202

=1.6 x 108 M~'s™") y su ciclo catalitico relativamente lento (kcat < 0.2 7).

De las reacciones del ciclo catalitico del grupo AhpC/Prx1, la oxidacién (reaccion 1, Figura 1.11)
ha recibido la mayor atencién, ya que los miembros de esta familia reaccionan con H;0O>
extremadamente rapido. Por otro lado, el interés en la reaccidn de resolucion ha aumentado
ultimamente, tras hallarse que puede ser muy lenta y actuar como un freno interno en el consumo
catalitico de hidroperdxidos. Si el ciclo catalitico se detiene antes de formar un disulfuro, esto
habilitaria a CpSOH a reaccionar con blancos en vias de sefializacidon!’°, sufrir reacciones de
reduccion adicionales’? o, como se propuso originalmente, favorecer la sobreoxidacién de Cp
hacia formas inactivas de la enzima?2.

En cambio, la reduccion mediada por Trx, o alguna tiol-disulfuro oxidorreductasa similar, ha
recibido menos atencidn. En parte se puede explicar porque es un paso de mayor complejidad,
ya que implica la formacién de un complejo entre dos proteinas y dos reacciones quimicas de
intercambio tiol-disulfuro consecutivas, acompafiado de cambios conformacionales y de
asociacion y disociacion. Al igual que para la resolucion, la reduccidn del disulfuro Cp-Cg también
podria representar un paso limitante en la velocidad del ciclo catalitico. Tanto CpSOH como Cp-Cr
son formas oxidadas de Prx candidatas para transferir los equivalentes de oxidacién del H,0; en
eventos de sefializacion>® y dependiendo de cual fuera el paso limitante del ciclo (resolucién o
reduccion), observariamos la acumulacién de una u otra. Dado que los grupos acido sulfénico y
disulfuro tienen reactividades diferentes, y que la vida media de estas formas oxidadas puede
variar entre proteinas, conocer la velocidad de reduccién es otra pieza necesaria para comprender
como cada Prx puede funcionar como centro de sefializacion redox.

El trabajo de este capitulo se centré en estudiar la reaccidn de reduccion del disulfuro de HsPrx1
y HsPrx2 (HsPrx1(S)2, HsPrx2(S)2) con distintas Trx, para caracterizar la cinética del proceso y
profundizar en las interacciones proteicas y como éstas aceleran las reacciones quimicas de este
paso. También hicimos énfasis en la implicancia de los cambios en la estructura terciaria y
cuaternaria en la cinética de esta parte del ciclo catalitico, donde la aplicacién de técnicas
computacionales fue clave. Estos resultados culminaron en la publicacion titulada “Kinetic and
structural assessment of the reduction of human 2-Cys peroxiredoxins by thioredoxins”?°%. Por
ultimo, se evaluaron caminos de reduccidn adicionales dependientes de GSH.
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3.1. Metodologia

3.1.1. Procedimientos generales

Amortiguadores de uso general

Se utilizaron los amortiguadores definidos en el capitulo 2: TMA (pH 6.9-7.1) y amortiguador de
almacenamiento (pH 7.4) que en esta seccidén sera nombrado como PBS2.

Amortiguadores de purificacion de proteinas

Para EcTrx1, amortiguador de resuspension: 20 mM Tris, 2.5 mM EDTA, 20% Sacarosa, pH 7.4,
amortiguador pos-shock: 100 mM, Tris pH 7.4; amortiguador unién DEAE: 10 mM Tris pH 7.4;
amortiguador elucion DEAE: 10 mM Tris, 1 M NaCl, pH 7.4; amortiguador SEC: 100 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 7.4. En la purificacidon de HsTrx1 se usé amortiguador unién IMAC: 50 mM NaPi, 300
mM NacCl, 0.1 mM DTPA, 20 mM imidazol, pH 8; amortiguador elucién IMAC: amortiguador de
union mas 480 mM imidazol (500 mM final), pH 8; amortiguador de lisis: union IMAC
suplementado con 1 mM PMSF, 1 mg/mL lisozima de huevo de gallina, 10 mM de MgCl,y 0.6
U/mL de DNAsa.

Presencia de H;0; en las soluciones de trabajo

La excepcional reactividad de las Prx con el H,02 es algo naturalmente muy util a nivel fisioldgico,
pero fue una verdadera pesadilla a la hora de trabajar en la cinética de reduccidén de estas enzimas
sin el sistema catalitico completo (Trx-TR-NADPH). Las bajas concentraciones de H,0; en los
amortiguadores (estimamos < uM) alcanzaron para entorpecer los experimentos de reduccién. El
origen del H,0; en las soluciones, puede venir de la presencia de trazas de algunos metales de
transicion en las sales con las que se preparan los amortiguadores (a pesar de incorporar
quelantes de metales como DTPA), que podrian reducir parcialmente el O, disuelto y generar
H,0,. Sin embargo, también vimos que el agua (tanto agua desionizada como destilada) ya traia
H,0,. La concentracion de H,0, puede aumentar cuando se agregan reactivos con grupos RSH en
los amortiguadores (DTT, GSH, Figura 3.1B), posiblemente por mecanismos de oxidacion de tioles
por un electrdn, que pueden generar ROS como Oy y H,0; (ver seccidon 1.2.2).

Una de las maneras de mantener el H,0; al minimo es agregar catalasa (en nuestro caso fue de
origen bovino, sugerimos 1 uM), que puede remover el H;O, sin la necesidad de ningun
cosustrato. En este caso hay que tener la precaucion de realizar los controles necesarios ya que
puede interferir en el ensayo (absorbancia del grupo hemo, interacciones que generen artefactos,
etc). Otra variante mas cara, es el uso de esferas de agarosa con catalasa bovina inmovilizada
(Sigma €9284). Las mismas vienen en amortiguador sulfato de amonio pH 5.5, por lo que es
necesario realizar lavados y centrifugaciones (1000 rpm por 3 min) para equilibrarlas en el
amortiguador de interés. En nuestro caso, usamos un volumen de catalasa inmovilizada 1000
veces menor al del amortiguador preparado. Luego de equilibrarlas, se agregaron al amortiguador
y éste se incubd a 4 °C con agitacion, ON. Al dia siguiente se filtra el amortiguador con filtros de
0.22 0 0.45 um, para separarlo de las esferas.
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Figura 3.1. Deteccién de H202 en amortiguadores usando HsPrx2. A. Evaluacién del tratamiento del amortiguador
PBS2 con catalasa inmovilizada (Aexc 280nm, Aem > 320nm, LP320). [HsPrx2] 1 uM. B. Reaccidn de 0.5 uM HsPrx2
con H202 generado de PBS2 tratado, suplementado con DTT o GSH. Los cursos temporales representan el
promedio de 10 repeticiones.

Para detectar la presencia de H;0; utilizamos el cambio en la sefial de fluorescencia intrinseca de
HsPrx2, por su sensibilidad y rango dinamico amplio. Como se menciond en capitulos anteriores,
la sefial consiste en una bajada seguida de una subida de la emisién de fluorescencia. De esta
forma evaluamos la presencia de H,0; haciendo reaccionar las soluciones con HsPrx2 reducida.
Al evaluar el resultado, notamos que habia menos perdxido después de tratar el amortiguador
mediante este protocolo (Figura 3.1A), sin embargo, no siempre se logré la misma disminucion
de H,0;. La otra opcidn, mas barata y sencilla, es incubar el amortiguador con resinas quelantes
de metales (Chellex 100), o, aumentar la concentracién del quelante (DTPA, etc.). No llegamos a
medir la eficacia de estas ultimas opciones.

Preparacion de proteinas

Tanto para la reduccion, como para la oxidacidon estequiométrica y la cuantificacion de tioles
proteicos y H,0,, se procedié de la misma manera que en el capitulo 2. Se agregd un paso
adicional de desalado con PD-10 luego de la oxidacién estequiométrica de Prx, para remover el
posible exceso de H;0,. La concentracién de proteinas fue determinada mediante
espectrofotometria UV a partir de los coeficientes de extincion molar a 280 nm (e2s0) calculados
segun la secuencia aminoacidica en la plataforma web ProtParam: HsPrx1, 18500 M~ cm™;

HsPrx2, 21500 M~ cm™; HsTrx1, 7000 M cm™; HsTrx2, 7000 M cm™; EcTrx, 14000 M cm;
TbTrx, 29450 Mt cm™; EhTrx212, 12950 Mt cm™™.

Expresion y purificacion de proteinas

Todo lo relacionado a la expresion y purificacién de HsPrx1 y HsPrx2 fue detallado en la seccion
de materiales y métodos del capitulo 2. Para este capitulo, se suman los protocolos de expresion
y purificaciéon de HsTrx1, HsTrx2 y EcTrx. Todas las purificaciones fueron realizadas en el
cromatdgrafo FPLC AKTA Prime plus (GE Healthcare).
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Vectores

Contamos con construcciones para las tres Trx en los vectores pET9a-EcTrx, pET15b-HsTrx1 y
PQE30-HsTrx2, con resistencia a los antibidticos kanamicina (EcTrx) y ampicilina (HsTrx1y HsTrx2).
Salvo pET9a-EcTrx, los otros dos vectores de HsTrx1 y HsTrx2 poseen una Histag en el C y N-
terminal de la secuencia aminoacidica, respectivamente, y no presentan un sitio de corte para
removerla.

Expresion

La expresion de todas las proteinas recombinantes fue realizada en la cepa BL21(DE3) de E.coli.
Las células quimiocompetentes se transformaron con 1 a 5 pL del plasmido correspondiente por
shock térmico y fueron esparcidas en placas con medio Luria-Bertani-Agar (LB agar)
suplementado con 50 pg/mL de kanamicina o 100 a 200 pg/mL ampicilina e incubadas ON. Para
la expresion se pico una colonia de la placa en 10 mL de LB con antibidtico y se incubd ON a 37 °C
y con 200 rpm de agitacidn orbital. Al dia siguiente, se realizé el escalado con un indculo 1:100 en
1 litro de LB, o medio auto inductor (ZYM-50522%2) para EcTrx, con antibiético en un matraz de 5
L (relacion liguido-volumen 1:5). El cultivo se dejd crecer por aproximadamente 3 horas, a 37 °C
y 200 rpm, hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (ODgoonm 0.6-0.8). Para HsTrx1 y
HsTrx2, la induccion se realizé con 1 mM IPTG a 37 °C durante 4 horas y 220 rpm. En el caso del
medio ZYM-5052 (EcTrx) solo se cambié la incubacién a 20 °C, 200 rpm, ON. Luego de la expresion,
los cultivos fueron centrifugados a 6000xg por 30 min a 4 °C y el pellet bacteriano se pesé y
almacend a -80 °C hasta el momento de la purificacion.

Purificacion EcTrx

El pellet bacteriano se resuspendié en amortiguador de resuspension (1-5 mL por g de pellet)
hasta obtener una suspension homogénea que se centrifugd a 5000xg, 4 °C, 20 min. Se descartd
el sobrenadante y se realizd un shock osmoético (para liberar la proteina del espacio peripldasmico)
con un volumen equivalente a 1-2 mL por g de pellet de agua desionizada (MiliQ) fria (4 °C). Luego
de homogenizar la solucidn, se incubd por una hora en hielo. Al cumplirse el tiempo, se centrifugd
a 6000xg, 4 °C, 30 min y se preservo el sobrenadante (contiene la proteina) al cual se le agregd
10% del amortiguador pos-shock. El primer paso de purificacidn fue un intercambio anidnico en
una columna HiPrep DEAE FF 16/10 (GE Helthcare) equilibrada con amortiguador de unién DEAE.
El sobrenadante se filtro (0.22-0.43 um) y se cargd en la columna con el sistema Superloop
(Cytiva). La columna se lavd con el mismo amortiguador hasta estabilizar el registro de Abs 280
nm y luego se hizo un gradiente de 60 mL hasta 100 % de amortiguador elucién DEAE. Las
fracciones de interés se trataron con 10 mM DTT y se dializaron contra amortiguador SEC a 4 °C
ON para remover el exceso de NaCl. La proteina dializada se concentrd y luego se inyectd en una
columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare) previamente equilibrada en amortiguador SEC.
Dado el peso molecular de EcTrx (11.9 kDa), la proteina eluyd en el volumen total de la columna.
Se recolectd el pico, se cuantificd y se almacend a -20 °C. Todas las fracciones colectadas fueron
sometidas a SDS-PAGE (12% acrilamida) para corroborar la presencia y grado de pureza de la
proteina a lo largo del proceso de purificacion.
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Purificacion HsTrx1

Las bacterias se resuspendieron en amortiguador de lisis (1-5 mL por g de pellet) hasta lograr una
suspension homogénea y se sonicd, centrifugd vy filtré de forma andloga a la purificacién de
HsPrx2. La IMAC se realizé igual que para HsPrx2, con la excepcion de la elucidn, que fue en
escalones de 200 y 500 mM imidazol. Las fracciones de interés se dializaron contra PBS2 y
concentraron para inyectar en la misma columna de SEC que EcTrx equilibrada en el PBS2. Se
recolectd el pico correspondiente a la proteina, se cuantificd y se almacend a -20 °C. Todas las
fracciones colectadas fueron sometidas a SDS-PAGE (12% acrilamida) para corroborar la presencia
y grado de pureza de la proteina a lo largo del proceso de purificacion.

Purificacion HsTrx2

HsTrx2 fue purificada mediante IMAC de forma andloga a lo descrito en*'. Todas las fracciones
colectadas fueron sometidas a SDS-PAGE (12% acrilamida) para corroborar la presencia y grado
de pureza de la proteina a lo largo del proceso de purificacion.

3.1.2. Procedimientos especificos
Cinética quimica
Para la determinacién de la constante cinética de segundo orden, que refleja un proceso

bimolecular de reaccion entre reactivos A y B, se tiene la siguiente expresién de la ley de
velocidad:

v = k,[A]*[B]? Ec. 3.1

donde v es la velocidad de la reaccién en unidades de M sy k2 es la constante cinética de segundo
orden para el proceso, porque la suma de los drdenes de reaccién para cada reactivo
(exponentes) es igual a dos, con unidades de M s, La forma que empleamos para obtener k;
para las reacciones que estudiamos, fue trabajar en condiciones de pseudo primer orden, en las
gue uno de los dos reactivos se encuentra en exceso con respecto al otro (al menos 5:1). En estas
condiciones, suponemos que la concentracién del reactivo en exceso se mantiene constante y
gue solo la del reactivo en defecto cambia durante el curso temporal. En el caso de ser B el
reactivo en defecto, podemos simplificar la Ec. 3.1 (Ec. 3.2), reduciendo los términos k> y [B] en
una constante de velocidad de pseudo primer orden, aparente, u, observada kobs (Ec. 3.3) en
unidades de s™.

v = kops|B] Ec. 3.2
kObS == kz [A] Ec. 3.3

Al determinar los valores de kons de los ajustes de los cursos temporales a distintas
concentraciones de B, se realiza un grafico de kobs vs. [B] a partir del cual se obtiene una recta,
cuya pendiente es kz. Las reacciones cuya kobs No varie en funcién del reactivo en exceso son de
orden 0 en el mismo.
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Reduccion de Prx con TCEP

La reaccién de 0.5 uM de HsPrx1 o HsPrx2 en su forma disulfuro (HsPrx1(S), y HsPrx2(S)2) con
TCEP en exceso (5-35 mM) se siguid por fluorescencia de Trp (stopped-flow, Aex 280nm, Aem >
320nm, LP320) en PBS2 tratado con catalasa inmovilizada. El clorhidrato de TCEP fue previamente
neutralizado con 4 equivalentes de Tris o NaOH, para prevenir cambios de pH. Los cursos
temporales obtenidos mostraron un perfil exponencial ascendente seguido de un descenso lineal
y fueron ajustados con la siguiente ecuacidn para obtener las constantes de pseudo primer orden:

y = Ae(TRobs*) L hx x + C Ec. 3.4

donde yes la emision de fluorescencia, xes el tiempo, Ay kobs son la amplitud de la exponencial
y la constante de velocidad de pseudo primer orden, b es la pendiente de la funcién lineal y C es
el valor de emisidon a tiempo infinito. Los valores de kobs se graficaron en funcion de [TCEP] para
obtener la constante de segundo orden.

Reduccion de Prx con DTT

Se estudid la reaccidon de reduccién de 1 uM HsPrx1(S). y 0.5 uM HsPrx2(S). con distintas
concentraciones de DTT por fluorescencia de Trp al igual que con TCEP. Para el caso de HsPrx2,
se utilizé PBS2 sin tratar, tratado con catalasa inmovilizada y en presencia de 0.5 uM catalasa
bovina. Los cursos temporales obtenidos fueron complejos y solo se pudieron ajustar en los casos
de PBS2 tratado y sin tratar. Se observo un descenso doble exponencial de fluorescencia seguido
de un ascenso prolongado. El descenso fue ajustado con la siguiente expresion:

y = Ae(Tkovs1*¥) 4 A, e (Fhobs *%) 4 Ec. 3.5

donde yes la emisidn de fluorescencia, x es el tiempo, A1y kobs1, A2 y kows2 son las amplitudes y
constantes de velocidad de cada exponencial y C es el valor de emision al final de la reaccién.
Ambas constantes se graficaron en funcion de [DTT] para obtener la constante de segundo orden.
En cambio, el perfil obtenido para HsPrx1 fue muy similar al observado en la reduccién con TCEP,
sin embargo, los cursos temporales presentaron un decaimiento exponencial adicional antes del
descenso lineal, por lo que también fueron ajustados con la Ec. 3.5.

Reduccion de Prx con GSH

Nos centramos en estudiar la reduccion de CpSOH con GSH en competencia cinética con la
resolucién (reacciones 2 y 3, Figura 1.11). Estos experimentos se realizaron en el stopped-flow,
monitoreando emision de fluorescencia de HsPrx2 en PBS2 tratado, con la misma configuracion
que para TCEP y DTT. Se prepard una solucion stock de GSH 15 mM, equilibrada con un
equivalente de Tris (pH final 7.36) y suplementada con 0.4 U/mL de GR y el equivalente a 1% GSH
de NADPH para eliminar el GSSG. En una jeringa se colocd HsPrx2 0.5 puM vy distintas
concentraciones de GSH (0.2-5mM, concentraciones en celda) y en la otra H,0; (5 UM en celda).
Al competir el GSH con la resolucidn, esperabamos un cambio en la constante observada para la
resolucién (subida de fluorescencia) conforme aumentamos [GSH]. Se obtuvieron perfiles
caracteristicos de oxidacién de HsPrx2 (descenso seguido de ascenso exponencial), que fueron
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ajustados con la Ec. 3.5. De graficar la kobs correspondiente a la subida (resolucién) vs. [GSH] se
espera una recta, cuya pendiente es el valor de la constante de segundo orden para la reduccién
de CpSOH por GSH y su ordenada en el origen es la constante de velocidad de resolucidn.

Reduccion de Prx con Trx

Se estudid la reaccidn entre HsPrx1(S). y HsPrx2(S)z con tres Trx: HsTrx1, HsTrx2 y EcTrx. HsTrx1
es la reductora fisioldgica de ambas Prx ya que se encuentra en el citosol, mientras que HsTrx2 se
ubica en la mitocondria y EcTrx es de origen procariota. El motivo principal de usar tres Trx
distintas fue buscar diferencias cinéticas relacionadas con la variabilidad estructural de HsTrx2 y
EcTrx con respecto a HsTrx1. En otras palabras, en lugar de trabajar con mutantes de HsTrx1
aprovechar las diferencias con respecto a otras Trx con las cuales contdabamos en el laboratorio.
Por otro lado, al ser el sistema EcTrx-EcTR-NADPH muy utilizado para determinar actividad
peroxidasa de estas Prx, también es conveniente la comparativa.

En primera instancia intentamos determinar las constantes de segundo orden para la reduccion
de HsPrx1(S)2 y HsPrx2(S), con Trx (previamente reducidas, Trx(SH)2), con el mismo procedimiento
de fluorescencia aplicado para el estudio de la reaccion con TCEP. Los experimentos fueron
disefiados para obtener Prx reducida y que la proteina permanezca en este estado durante los
cursos temporales; de lo contrario, la sefial de los procesos de oxidacién y resolucidn se
superpondrian con la de reduccién. A pesar de tomar las precauciones necesarias para mantener
los niveles de H,0; al minimo (PBS2 o TMA tratados), los cursos temporales obtenidos fueron
poco reproducibles y dificiles de analizar. Esto se explica porque incluso concentraciones minimas
de H>0; alcanzaron para distorsionar la sefial al solapar reduccién con los otros dos procesos.
Ademas, los cambios de fluorescencia de Prx y Trx, oxidada a reducida y reducida a oxidada, van
en sentidos opuestos, lo que disminuye el rango dinamico de la sefal.

Para poder superar las dificultades mencionadas, desarrollamos una metodologia en la que en
lugar de intentar deshacernos del H,0,, los utilizamos a nuestro favor para seguir la reaccion. La
reaccion se llevé a cabo en el stopped-flow, monitoreando la fluorescencia de Trp con Aex 280
nm y emision con filtros LP320 o U360. El equipo mezclé una jeringa que contenia HsPrx2(S) (0 —
6 UM después de la mezcla) y H,0, (1 uM después de la mezcla) con otra jeringa que contenia Trx
reducida (0.2 uM después de la mezcla). Ambas soluciones en PBS2. Bajo estas condiciones
(Figura 3.2), la Prx pasa por la siguiente serie de reacciones:

e Prx(S)2reacciona con Trx para dar Prx reducida (reaccién 3, Figura 3.2A).
e Prxreducida reacciona con H;02 y forma CpSOH (reaccion 1, Figura 3.2A).
e Sevuelve a formar el disulfuro Cp-Cr (reaccion 2, Figura 3.2A).
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Figura 3.2. Estrategia experimental para estudiar la reaccion de reduccion de Prx2(S): por Trx. A. Esquema de las
tres reacciones que suceden cuando se mezcla el contenido de las jeringas en la celda de medicién del stopped-
flow. B. Representacion esquematica de la metodologia desarrollada. El rectangulo representa la celda de
medicidn y se indica el orden en que sucede cada reaccion del esquema A al mezclar el contenido de las dos
jeringas. La seiial de fluorescencia observada se colored segun las reacciones responsables de los cambios. ks:
constante de la bajada; ks: constante de la subida.

Este método aprovecha varias caracteristicas de la cinética y fluorescencia de HsPrx2: primero, la
reaccion 1 es extremadamente rapida, con una kops esperada > 100 s con 1 uM de H,0,.
Segundo, la reaccion 2 es bastante lenta, con una kops esperada de 0.2 s™ bajo las condiciones
experimentales. Finalmente, la mayor parte del cambio en la emision de fluorescencia ocurre en
la reaccién 1 (disminucién) o en la reaccidon 2 (aumento). Por lo tanto, los Unicos cambios
detectables en la fluorescencia ocurren durante la formacién y el consumo del acido sulfénico, ya
gue ambas Prx presentan espectros de emisidn y rendimientos cuanticos muy similares entre sus
formas Prx(S)2 y Prx(SH). (Anexo 5.1.6), que son los estados iniciales y finales en cualquier
experimento de reduccion.

El curso temporal de fluorescencia para la reduccién en estas nuevas condiciones, presenté el
patrén bifasico esperado en la oxidacién de HsPrx2 y otras proteinas de la familia Prx14%4244,86,157
Sin embargo, dado que la reaccién 1 es mucho mas rdpida que la reaccién 3, lo que se observa
como la disminucién de fluorescencia por la formacién de CpSOH, es en realidad ese paso, pero
limitado por la velocidad de la reaccion previa (k3). Esto da como resultado una constante de
velocidad aparente (ks, Figura 3.2B) mucho mas lenta que la esperada para la reaccién 1, como
se presentara en la seccién de resultados. La subida de fluorescencia (ks, Figura 3.2B) sigue siendo
el paso de resolucién. Para ajustar los cursos temporales, se usé una ecuacién de dos términos
exponenciales y uno lineal (b*x), debido a que la subida exponencial estuvo seguida de un
descenso lineal (Ec. 3.6).

y = A;ekobsi*¥) 4 A, e("Kobs2*¥) 4 px x 4 C Ec. 3.6

Para relacionarlo con el esquema (Figura 3.2B), kobs1 Y kobs2 serian kg y ks respectivamente. Para
los experimentos donde se evalud la dependencia de la reaccién con el pH, se utilizdé TMA como
amortiguador.
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Este enfoque se probd para HsPrx1 utilizando Trx como reactivo en exceso. La reaccién 2 es
mucho mas rdpida en el caso de HsPrx1 (12.9 s™)*, por lo tanto, se necesitaron grandes
concentraciones de Trx para que la acumulacidn de acido sulfénico (a través de las reacciones 3y
1, Figura 3.2A) fuera mas rdpida que su consumo mediante la reaccién 3. Basandonos en los
resultados obtenidos para HsPrx2 y asumiendo constantes de velocidad similares con Trx, los
experimentos se realizaron mezclando HsPrx1(S) (5 UM después de la mezcla) y un exceso de
H,0,, con Trx(SH). (40 — 150 uM después de la mezcla). Después de los primeros intentos,
hallamos que se podian tener resultados aceptables a concentraciones menores de HsPrx1 y Trx
en los ensayos finales. Las soluciones se prepararon en TMA. Los parametros cinéticos se

obtuvieron utilizando la Ec. 3.6.

Reduccion y transicion conformacional de LU a FF

Para explorar la posible influencia del reductor en la cinética de la transicion conformacional LU
- FF, realizamos experimentos en el stopped-flow en modo secuencial (Figura 3.3), donde hay
un compartimento previo a la celda de medicién donde se mezclan los contenidos de dos jeringas.
Luego, esa primera mezcla es “empujada” hacia la celda con amortiguador presente en otra
jeringa. Finalmente, la pre-mezcla se combina con el contenido de una cuarta jeringa que tiene el
reactivo de la segunda reaccién quimica (en nuestro caso H,0;). En esta modalidad, el equipo
permite dejar la primera mezcla durante el tiempo que uno desee, hasta enviarla finalmente a la

celda para medir.

Fluor

tiempo
Compartimento
pre-mezcla

Figura 3.3. Esquema del método de mezclado secuencial. En el primer paso (1) se mezclan los reactivos para
que la reaccion de reduccion ocurra en el compartimento de pre-mezcla. La reaccién de reduccién se deja
proceder durante un tiempo de espera (2) y se evalua la constante de oxidacidn de Prx (3) a distintos tiempos.
En el dltimo paso, el equipo empuja la pre mezcla al mismo tiempo que inyecta H20: en la celda.

Después de la primera mezcla (paso 1, Figura 3.3), se deja que 0.8 uM de HsPrx2(S), reaccione
con 1 uM de HsTrx1(SH), o 65 mM de TCEP durante un tiempo preestablecido, entre 2 y 80
segundos (paso 2, Figura 3.3). Luego, la mezcla resultante se combina con 1 uM de H,0, (paso 3,
Figura 3.3) y se mide la constante de velocidad de la oxidacién (reaccion 1, Figura 3.2A). La
concentracion de perdxido en la jeringa fue 2 uM y la concentracion de HsPrx2 final en celda fue
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0.4 uM. Las concentraciones de los reductores se eligieron de modo que la reaccion ocurriera a
velocidades similares en ambos casos y que tuviera una vida media < 2 s.

Determinacion de pKade Trx

Los valores de pKa de las cisteinas nucleofilicas (C32, Cn) de HsTrx1, HsTrx2 y EcTrx fueron medidos
y comparados con los obtenidos de la literatura. Las determinaciones se hicieron siguiendo el
cambio en la constante de velocidad de reduccién de 4,4-DTDPy mediante Abs 324 nm en el
stopped-flow. En una jeringa se colocé 4,4-DTDPy 50 uM en agua (25 uM en la mezcla) y en la
otra, 1.7 mL de Trx(SH)2 5 uM (2.5 uM) en TMA 2x. El pH se varid en la jeringa de Trx, mediante el
agregado de acido acético (0-100 pL, stock 0.6 M) o Tris (0-20 pL 1.2 M) y se completd con agua
hasta llegar a 1.8 mL. El pH se midié fuera de las jeringas, mezclando 200 uL de cada solucién. Los
cursos temporales se ajustaron a una funcién monoexponencial como la de la Ec. 3.7.

y = Ae(“Kobs*¥) 4 Ec. 3.7

Donde yes la Abs 324 nm, A es la amplitud de la exponencial en y;, xes el tiempo y C es la Abs al
final de la reaccidn. Los valores de kobs se graficaron en funcién del pH y fueron ajustados a una
funcidn de dos pKa para HsTrx1:

al a2 a3

Y = [ Kai Kaikaz T 7, Kaz T TR (7] Ec.3.8
1+[H+]+ [H+]2 +1+ T + +1
[HT] Kqi1Ka2 Ka2

Ka1

donde yes kobs; a1, a2 y a3 son las constantes de velocidad aparentes para los estados diprético,
monopratico y aprotico involucrados en el equilibrio y Kq1 y Kq2 son las constantes de disociacion
acida. En el caso de HsTrx2 y EcTrx, se uso un ajuste a un solo valor de pKa, con la siguiente funcion
sigmoide:

+ +
_ K o [HY14K,
[H] Ka

Ec. 3.9

donde yes kobs, Ay B son los valores de constante de velocidad extrapolados a pH acido y alcalino
infinito, respectivamente.
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3.1.3. Procedimientos computacionales

Docking proteina-proteina

Brevemente, el docking molecular tiene como objetivo modelar o predecir la estructura de un
complejo (en este caso entre dos proteinas) a partir de sus componentes, cuya informacion
estructural esta disponible. En particular, el docking proteina-proteina se basa en algoritmos que
tienen en cuenta la complementariedad geométrica y energética entre las superficies proteicas,
para lo cual utilizan ecuaciones con términos que describen distintos tipos de interacciones (Van
der Waals, EdH, idnicas). Estos algoritmos de docking emplean funciones de puntuacién que
tienen multiples términos ponderados para describir la energética de la interaccion. Esto permite
filtrar los resultados y obtener los modelos de interaccién (complejos proteicos) que mejor
satisfacen sus criterios?%. Existen distintos softwares disponibles para realizar estas predicciones,
en este trabajo decimos utilizar la plataforma Haddock debido a que ha demostrado buenos
resultados en estudios comparativos de herramientas de docking?%.

Los complejos entre HsPrx2 y las distintas Trx fueron generados usando Haddock 2.420>206 | a5
estructuras de HsPrx2(S),, HsTrx1, HsTrx2 y EcTrx, fueron obtenidas del PDB (5T, 1TRV, 1UVZ,
1XOB respectivamente). Para 51T, decidimos quedarnos con la estructura del dimero mejor
resuelto (cadenas E y F). En el caso de 1TRV, restituimos las mutaciones de Cys por Ser in silico y
para 1UVZ regeneramos la forma reducida, también in silico, en PyMOL. Una de las ventajas de
usar Haddock, es que uno puede introducir informacién y guiar el docking segun resultados
experimentales u otro tipo de datos (conocimiento sobre la reaccidon quimica en este caso). El
protocolo de docking se realizé con los permisos de experto de la plataforma web y consistié en
generar 5000 estructuras para el paso de “rigid body docking”, seguido de 10 rutinas de “rigid
body energy minimization”, luego se redujo el universo a 400 estructuras para el paso de “semi-
flexible refinement” (aqui se relajan los diedros de las cadenas laterales de los residuos) y por
ultimo se obvio el paso de “water refinement”, porque los complejos ya iban a ser sometidos a
simulaciones en solvente explicito. Al protocolo se le agregd un archivo con restricciones de
distancia (“unambiguous restraints”) para guiar al docking segun algunas observaciones y analisis

previos:

1. Dada la naturaleza quimica de las reacciones de intercambio tiol-disulfuro, Cy de Trx tiene
gue estar cerca del disulfuro de HsPrx2 para obtener un complejo que refleje el contexto
proteico y estructural de la reacciéon quimica (complejo reactivo). También entendemos
que el azufre de Cr (C172), es el que va a recibir el ataque nucleofilico de Cn.

2. Elanalisis visual de complejos entre Trx y otras proteinas del PDB (Anexo 5.2.1), permitid
hallar una similitud general en el modo en que Trx une al sustrato y es que el residuo en
la posicion 74 (HsTrx1) ubica al disulfuro sobre el surco de unién y cerca de C.
Particularmente se dan interacciones tipo enlace de hidrégeno (EdH) entre la cadena
principal del aminodcido 74 de Trx y una de las Cys del disulfuro en el sustrato (Figura 3.4).

3. Previo arealizar el docking con las proteinas completas, se hizo un docking peptidico entre
un fragmento del Cr loop (H168-P178) y Trx, siguiendo el protocolo recomendado por los
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desarrolladores de Haddock. A partir de este resultado, se obtuvieron las distancias para

construir el archivo de las restricciones entre algunos dtomos de los residuos de interés
(Figura 3.4E).

Figura 3.4. Informacién estructural para dirigir el docking HsPrx2(S)2-Trx. De la A a la D, se muestran los

distintos complejos entre Trx (naranja) y sustratos (blanco) a partir de los cuales se observé la interaccidn entre

las cadenas principales del residuo en la posicion 74 (numeracién HsTrx1) y la Cys del disulfuro en el sustrato.

En gris se colored la superficie del surco de unidn, las lineas punteadas verdes resaltan la interaccion a través

de EdH, los residuos se representaron como varillas. E. Resultado del docking peptidico entre una porcién del

Cr loop (azul) de HsPrx2 y EcTrx. La linea punteada magenta representa la distancia entre Ca. Codigos PDB, A:

21PA, B: 3PIN, C: 208V y D: 4LL4.
En el archivo de restricciones, se fijé una distanciade 4 £ 0.5 A entre los 4tomos de azufre de C172
y C32 y de 7 + 0.8 A para sus carbonos a (Ca). Por ultimo, se marcé una distancia de 5 + 0.4 A
entre los Cade HsPrx2 C172 y M74 (HsTrx1), V74 (HsTrx2) y 175 (EcTrx). La seleccién de los mejores
complejos para usar en las simulaciones, se realizé en funcidn del Z-score (score de Haddock), la
orientacién de Cn con respecto al disulfuro y complementariedad electrostatica general. En la
practica y con estas restricciones, las soluciones de docking (complejos obtenidos) no fueron

mayores a dos y cumplieron con los criterios impuestos con muy buenos Z-score.
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Simulaciones de dinamica molecular

Las Trx y los complejos Prx2-Trx se sometieron a simulaciones de dindmica molecular clasica (DM)
en solvente explicito. Realizamos dos conjuntos de simulaciones: uno con Cn en su forma tiol y
otro como tiolato (CnS’). Los sistemas se embebieron en una caja octaédrica de agua TIP3P,
utilizando una distancia minima de 14 A desde la superficie del complejo hasta el borde de la caja.
Los parametros de las proteinas se generaron con el campo de fuerza Amber parm14SB?%7, y
también se parametrizé CnS™ con base en parametros desarrollados recientemente para el tiolato,
que mejoran la descripcidn de la solvatacién?®. Todas las simulaciones se llevaron a cabo con el
maddulo pmemd del paquete AMBER182%, bajo condiciones periddicas de contorno, utilizando un
corte de 10 A y el método “particle mesh Ewald” para tratar las interacciones electrostaticas. Las
longitudes de los enlaces de hidrégeno se mantuvieron en su distancia de equilibrio mediante el
algoritmo SHAKE. La temperatura y la presion se controlaron utilizando un termostato y un
barostato de Langevin, seglin lo implementado en el programa AMBER18. Cada sistema se
minimizé en 1000 pasos (10 con descenso mas pronunciado y el resto con gradiente conjugado).
Posteriormente, se calentd el sistema de 0 a 300 K durante 20 ps a presidon constante (con un
termostato de Berendsen), que luego se equilibré a 1 bar. Finalmente, se realizaron simulaciones
de DM de produccién de 500 ns de duracion para todos los sistemas de trabajo. Dado que tuvimos
como objetivo trabajar con los complejos en una conformacion reactiva (Cn cerca del disulfuro de
HsPrx2), establecimos una restriccidn de distancia entre los &tomos de azufre de Cy de Trxy Cr de
HsPrx2, ya que en ausencia de esta restriccidon las simulaciones mostraron distribuciones de
distancias entre Cys donde la conformacion reactiva aparecid poco representada. Por esto,
aplicamos un potencial externo sobre la distancia mencionada, de forma tal que fue nulo entre 0
y 5 Ay aumenté parabdlicamente a partir de 5 A actuando como un potencial tipo “muro” con un
valor constante de 100 kcal/mol. Vale la pena recalcar que esto no es un potencial armdnico, no
hay modificacion de la energia del sistema a valores inferiores a 5 A.

La visualizaciéon de la trayectorias se realizé en el programa VMD?!° y los analisis primarios
(distancias, angulos, diedros, RMSD, RMSF, etc) se realizaron usando el paquete de herramientas
de AMBER, AmberTools?!'. Una lista con todos los sistemas simulados se puede ver en Anexo
5.2.3.

Estimaciones de energia libre de union de los complejos

Las estimaciones de energia libre de unidn (AGunisn) se obtuvieron dentro del esquema MM-
GBSA?'2, Vale la pena destacar, que el objetivo de estas estimaciones fue evaluar en forma
comparativa las energias de interaccion en cada sistema simulado teniendo en cuenta que los
valores obtenidos no pueden ser comparados con determinaciones experimentales?!3,
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Para cada estimacion de energia y su descomposicion por residuo, se utilizaron conjuntos de 1000
“fotos” de simulacién. La lista de aminodcidos de las interfases en los complejos, se generd
siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Se seleccionaron visualmente los aminoacidos de la superficie de interaccién entre
HsPrx2(S).y Trx, de forma de abarcar la mayor cantidad posible sin seleccionar la totalidad
de los aminoacidos del complejo.

2. Este conjunto de residuos fueron parte del archivo de entrada de la herramienta
“nativecontacts” del paquete cpptraj (Ambertools). La herramienta se aplicé sobre 1000
fotos y se anuld la opcion de definir contactos nativos (para que funcione como la
herramienta “contacts” de versiones pasadas de Ambertools). Se trabajo con la distancia
“cut-off” por defecto (7 A).

3. Alosarchivos de salida de la herramienta, se los analizdo mediante un script de bash (Anexo
5.2.2) para generar la lista de los residuos con mayor nimero de contactos del lado de
HsPrx2(S)2y Trx.
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3.2. Resultados y discusion

Las bases conceptuales sobre las cuales se planificaron los experimentos y se apoya la discusion
de los resultados de cinética, quedan plasmadas en la versién extendida del esquema del ciclo
catalitico de AhpC/Prx1 de la Figura 3.5, donde se muestran algunos pasos que estan implicitos
en el esquema de la Figura 1.11. A lo largo de esta seccion, las constantes cinéticas fueron
nombradas segun los pasos del esquema.

Figura 3.5. Version extendida del ciclo catalitico de AhpC/Prx1. Los nimeros indican la secuencia de reacciones.
1. Oxidacion por H202. 2. Resolucidn. 3. Reduccidn por Trx subdividida en cuatro pasos: 3a. Asociacion no covalente
Prx-Trx (formacién del complejo); 3b. Primer intercambio tiol-disulfuro; 3c. Segundo intercambio tiol-disulfuro;
3d. Disociacion del complejo Prx-Trx.

3.2.1. Reduccion de HsPrx1y HsPrx2 por TCEP y DTT

La reduccion de Prx por TCEP o DTT, se caracteriza por ser una reaccion inespecifica, utilizada
como procedimiento para obtener a las proteinas reducidas. Sin embargo, consideramos que
valia la pena medir la velocidad de este proceso con el fin de asegurarnos que no existieran
diferencias en la “reducibilidad” entre HsPrx1 y HsPrx2. En el caso de la reduccion con TCEP,
ambas Prx mostraron cursos temporales de emisidon de fluorescencia con una pequefia subida
seguida de un descenso lineal prolongado (Figura 3.6A). Realizando los graficos de kobs en funcién
de [TCEP], notamos que la constante de velocidad de la subida de fluorescencia dependid
linealmente de [TCEP], lo que permitié obtener una constante de segundo orden para el proceso
de 3.66y6.25 Ms! para HsPrx1y HsPrx2 respectivamente (Figura 3.6B). El descenso prolongado
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de la sefal no varido en las concentraciones de TCEP ensayadas, fue observado en varios
experimentos y lo atribuimos a un “photobleaching” lento del Trp.
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Figura 3.6. Reduccion de HsPrx1 y HsPrx2 por TCEP y DTT. A. Cursos temporales de reducciéon de HsPrx1
(azul) y HsPrx2 (rojo) con 10 mM TCEP, pH 7.4. B. Gréfico de kows vs [TCEP] para obtener las constantes de
segundo orden. C. Cursos temporales de reduccion de HsPrx1l y HsPrx2 con 100 y 80 mM DTT
respectivamente. D. Grafico de kobs vs [DTT]. Valores de kobs para HsPrx1 y HsPrx2 obtenidos a partir del
ajuste de los cursos temporales con la Ec. 3.5. Las lineas de los cursos temporales son el promedio de 15
repeticiones. Las barras de error representan la desviacidn estandar.

Estudiar la reduccidn con DTT fue bastante mas desafiante. En primer lugar, el cambio en la sefial
de fluorescencia fue totalmente distinto para las dos Prx. Mientras que HsPrx1 exhibio cursos
temporales similares a los de TCEP (breve aumento en la sefal seguido de una bajada, esta vez
exponencial en lugar de lineal), HsPrx2 presentdé un perfil diferente, que consiste en un descenso
doble exponencial seguido de una subida muy lenta (Figura 3.6C). En este caso sospechamos que
el H,0; presente en el amortiguador y acentuado por la presencia de DTT podria ser el origen de
la complejidad. Sin embargo, incluso tratando el amortiguador con catalasa inmovilizada y
utilizando catalasa en solucién, no pudimos lograr cursos temporales mds simples de ajustar.
Probablemente, el hecho de que el TCEP sea mas rapido reaccionando con H,02 y que no aumente
su presencia en amortiguadores explica (en parte) el perfil observado. De los graficos de kobs Vs
[DTT] obtuvimos constantes de reduccion de 0.26 y 7.43 M s para HsPrxl y HsPrx2
respectivamente (Figura 3.6D). Esta diferencia de mas de 20 veces entre ambas Prx es similar a la
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observada en los experimentos de cinética con fasores en el capitulo anterior (Figura 2.10). Si
calculamos constantes de pseudo primer orden (a partir de las de segundo orden) con la
concentracion usada en los ensayos de fasores para las dos Prx (2 mM DTT), obtenemos valores
de 0.031 y 0.89 min para HsPrx1 y HsPrx2, muy similares a los de fasores (0.068 y 1.1 min?).

El hecho de que la cinética con fasores haya dado un perfil mucho mas simple (Unica exponencial),
resalta nuevamente la ventaja del uso de esta metodologia, ya que reduce la complejidad de la
sefial sin perder informacién. Vale la pena destacar la diferencia de un orden de magnitud en la
constante de reduccién de HsPrx1, entre TCEP y DTT. Es dificil encontrar una explicacion para este
comportamiento. Sin embargo, algo interesante es que también se ha observado en la reduccion
de otros disulfuros proteicos siguiendo cambios en la fluorescencia intrinseca?.

3.2.2. Reduccion de HsPrx2 por GSH

Existen reportes previos de constantes de reduccién de CpSOH de HsPrx2 por GSH a partir de
mediciones de las formas glutationiladas de la enzima por espectrometria de masa’?. No
obstante, la resolucion temporal de estos experimentos (mezclas manuales en vortex) y sus
condiciones experimentales, hicieron que intentaramos determinar esa misma constante de
velocidad siguiendo la sefial de fluorescencia de HsPrx2 en el stopped-flow. El experimento
consistido en un ensayo de competencia cinética, donde la resolucién y la reduccidon con GSH
compiten por el consumo de CpSOH (ver seccién 3.1.2.). No llegamos a ver cambio alguno en la
constante correspondiente a la resolucion (kobs2) para las concentraciones de GSH usadas (Figura
3.7A, 3.7B). Incluso, notamos que a medida que pasaba el tiempo y en las concentraciones de
GSH mas altas, tuvimos cada vez menos sefial de fluorescencia (Figura 3.7C). Volviendo al tema
del H,0; en los amortiguadores y como su concentracion aumenta en presencia de tioles,
llegamos a la conclusion de que en la jeringa que colocamos HsPrx2 reducida y GSH, la Prx se iba
oxidando y/o glutationilando en los tiempos entre disparos, haciendo que cada vez hubiera
menos Prx para reaccionar y por lo tanto menos sefial.

A raiz de estas observaciones, concluimos que en el caso que se diera la reaccion entre CpSOH de
HsPrx2 y GSH, seria extremadamente lenta y no corresponderia con los valores determinados en
la literatura. Probablemente, la reduccién del disulfuro de HsPrx2 con GSH es mas factible, sin
embargo, no llegamos a determinarla en este trabajo.
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Figura 3.7. Reduccién de HsPrx2 CrSOH por GSH. A. Cursos temporales del ensayo de competencia
cinética de HsPrx2 CpSOH a distintas concentraciones de GSH. Los trazos son promedios de 15
repeticiones. B. Grafico de kobs2 (subida de sefial de fluorescencia) vs [GSH]. Cada punto es el
promedio + desviacidn estandar de 15 repeticiones C. Cursos temporales de HsPrx2 0.5 uM mas 5
MM GSH vs 5 uM H20:. Se numeraron la primeray la Ultima corrida.

3.2.3. Reduccion de HsPrx1y HsPrx2 por Trx

Después de numerosos intentos infructuosos de monitorear la reaccion mediante fluorescencia
total de Trp al mezclar Prx y Trx bajo condiciones de pseudo primer orden, recurrimos al método
descrito en la seccion 3.1.2 (Figura 3.2). En resumen, la estrategia experimental consiste en hacer
gue el cambio mas significativo en la sefial de fluorescencia de Prx (formacién de CpSOH) esté
limitado cinéticamente por el proceso que queremos evaluar, es decir, la reduccion por Trx
(Figura 3.2B). De esta forma, partimos de Prx(S); y a medida que se va generando Prx(SH)a,
reacciona con el H,O; y causa el descenso de la fluorescencia correspondiente a CpSOH. En otras
palabras, estamos usando al H,0; como un revelador de la reaccién. No obstante, hay que tener
en mente que el segundo proceso que genera un cambio importante en la sefial de Prx (subida
de fluorescencia por resolucion) va en contra del cambio inicial, por lo que es importante que el
paso limitante de la velocidad sea mas rapido que la resolucién. Para HsPrx2, la reaccién fue mas
facil de seguir. Al comenzar con 1 uM H,03, la oxidacion (paso 1) tendra una constante de
velocidad de pseudo primer orden > 100 s™, mientras que la resolucion (paso 2) es solo de 0.2 s™'
(Figura 3.5). Por lo tanto, cualquier concentracion de Prx y Trx que produzca una kobs menor a 100
y mayor a 0.2 s, sera al mismo tiempo limitante para la velocidad de formacién de C,SOH y mas
rapida que la resolucién. De esta forma, el cambio en la fluorescencia puede llegar a ser
observable.
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Basandonos en informes previos?’, las constantes de velocidad del paso 3 que involucran Prx de
mamiferos, estan en el rango de 10° - 10° M~ s™" por lo que elegimos concentraciones en el rango
bajo UM, con HsPrx2(S). en exceso (2-7 uM) y Trx(SH). en defecto (0.2 uM). Los cursos temporales
mostraron el tipico descenso (constante de la bajada, kg) y posterior ascenso (constante de la
subida, ks) en la fluorescencia observado durante la formacion de CpSOH vy resolucién, seguido
por una disminucidn lineal que también se observa incluso en ausencia de Trx (Figura 3.8A). Los
pardmetros cinéticos se obtuvieron ajustando los cursos temporales a la Ec. 3.6, obteniendo kg y
ks. Al graficar ks y ks en funcién de [HsPrx(S);], se obtuvo de la pendiente del primer grafico la
constante de segundo orden para la reduccion (Figura 3.8B) y de la ordenada en el origen del
segundo el valor ya reportado para la resolucién (Figura 3.8C). Por otro lado, la pendiente del
final se mantuvo constante en todas las concentraciones de HsPrx2(S), ensayadas. Los valores de
las constantes y cudl paso del ciclo (Figura 3.5) representan se encuentran en la Tabla 3.1.
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Figura 3.8. Reduccion de HsPrx2 por Trx. A. Cursos temporales de la reduccidon de 4 uM de HsPrx2(S)2 por
0.2 uM de Trx(SH)2 en presencia de 1 uM de H20:2. Las lineas representan promedios de diez corridas con
HsTrx1 (naranja, circulos), HsTrx2 (magenta, cuadrados) o EcTrx (rojo, triangulos), y la linea negra es un
control sin Trx. El mejor ajuste a la Ec. 3.6 proporciona dos constantes de velocidad: una para la bajada de
los cursos temporales (ks, B) y otra para la parte ascendente (ks, C); y una pendiente (b, D). En todos los
casos, las barras de error representan la desviacion estandar. Las pendientes del mejor ajuste del panel By
las intersecciones con el eje y del panel C estdn en la Tabla 3.1. Los puntos son el promedio + desviacidn
estandar de 10 repeticiones.
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En el caso de HsPrx1, la aplicacion de la estrategia experimental fue mas desafiante debido a que
la velocidad de resolucidn es més rapida que para HsPrx2 (12.9 s?). Si suponemos una constante
de segundo orden de 4 x 10° M~ s7, la concentracion de Trx necesaria para que la constante de
velocidad de pseudo primer orden de la reaccién 3 sea mayor que 12.9 s es de 32 uM. Por lo
tanto, realizamos los experimentos con Trx(SH), en exceso y en un rango de 5 a 190 uM, con 0.5
— 5 uM de HsPrx1(S;) y al menos 10 uM de H,0,. Al observar los cursos temporales, notamos un
aumento inesperado en la fluorescencia durante los primeros 10 ms, seguido de un descenso mas
lento y marcado, una seccion transitoria durante la cual el sistema esta ciclando debido a los
excesos de H,0, y Trx, y un aumento final en la fluorescencia, que solo se observa después de que
el H,0; se agota (Figura 3.9A). Los parametros cinéticos se obtuvieron ajustando la Ec. 3.6 a los
primeros 0.2 s (Figura 3.9B). Las dos constantes de velocidad obtenidas, denominadas ks y ks
(andlogamente a HsPrx2), se graficaron en funcién de la concentracion de Trx, obteniendo lineas
rectas en ambos casos (Figuras 3.9C, 3.9D).
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Figura 3.9. Reduccidon de HsPrx1 por Trx. A. Curso temporal completo de la reaccién entre 1.25 uM de
HsPrx1(S)2 mas 5 pM H20:y 68 uM de HsTrx1. I: subida exponencial usada para obtener ks; Il: bajada
exponencial usada para obtener ks; lll: ciclado del sistema hasta consumir el exceso de H202; IV: subida
exponencial con kobs = 12.7 s, consistente con el valor determinado para k2. Las lineas son el promedio de
15 repeticiones. B. Cursos temporales de reduccién de 1.25 uM de HsPrx1(S)2 mas 5 uM H202 con 45.6 uM
HsTrx1 (naranja), 3.75 uM de HsPrx1(S)2 mas 7.5 uM H202 con 54 pM HsTrx2 (violeta) y 5 pM de HsPrx1(S)2
mas 10 uM H202 con 40 uM EcTrx (rojo). C. Grafico de ks vs. [HsTrx1] (circulos naranjas), [HsTrx2] (cuadrados
violetas) y [EcTrx] (triangulos rojos). Las lineas representan el ajuste y las pendientes se encuentran en la
Tabla 3.1. D. Gréfico de kg vs. [HsTrx1], [HsTrx2] y [EcTrx] (mismo cddigo de formas que en C). Las pendientes
horizontales (HsTrx1 y HsTrx2) fueron forzadas a 0 para la regresion lineal. Los puntos de las figuras Cy D son
el promedio + desviacién estandar para 15 (HsTrx1) 9 (HsTrx2) y 13 (EcTrx) repeticiones.
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La interpretacién de los parametros cinéticos resulté mas facil para HsPrx2. Al graficar kg vs.
[HsPrx2(S)2], obtuvimos una recta que paso por el origen de coordenadas (Figura 3.8B), tipico de
un proceso bimolecular que depende de la asociacion de las dos moléculas para que la reacciéon
ocurra. La constante de segundo orden que sale de esa pendiente puede ser la velocidad de
asociacion, ksa, de Prx con Trx. Ademas, en el caso de que 3a (Figura 3.5) sea reversible y rapido
en ambos sentidos (ksa y k-3a), 3b (Figura 3.5) puede aparentar ser un proceso bimolecular
definido como la combinacién entre la asociacion y la formacién del disulfuro mixto (ksab), por lo
gue la constante determinada también podria ser ksap. Esta hipotesis cobra sentido al asumir que
se establece un equilibrio previo, donde k.a > k3p, siendo ksab Una constante de equilibrio previo
(®Pksab) que presenta una dependencia lineal con [HsPrx2(S),]. Para ks, el hecho de no depender
de [HsPrx2(S)2] y haber dado un valor casi idéntico al determinado para la resolucion*?, indica que
se trata de k.. Podemos afirmar que para los resultados con HsPrx2 el paso limitante de la
velocidad fue la asociacion, o, ésta junto a la formacion del disulfuro mixto. Por lo tanto, el resto
de los pasos (ksc y ksd) fueron mas rdpidos y no limitaron la velocidad en estas condiciones
experimentales?!>.

En cambio, para HsPrx1 el panorama cinético fue un poco mas complejo, seguramente porque los
experimentos tuvieron que ser realizados a concentraciones de Trx mucho mas altas. Para la
reaccion con las Trx humanas, el grafico de ks vs [Trx(SH):] (Figura 3.9C) dio una recta con
ordenada en el origen >0, mientras que los valores de kg (bajada correspondiente a la formacién
de CpSOH) demostraron ser independientes de la [Trx(SH)2] para HsTrx1 y HsTrx2 (Figura 3.9D).
En estos casos, en el gréfico de la Figura 3.9C la pendiente seria la velocidad de asociacion (ksa) y
la ordenada en el origen el paso inverso (k-3a). El hecho de que kg sea independiente al aumento
en [Trx(SH)2] (Figura 3.9D), puede deberse a que exista una dependencia hiperbdlica cuya parte
ascendente haya quedado fuera del rango de concentraciones usado. Esto se explica si
suponemos que se establece un escenario de estado estacionario, donde k3a[Trx(SH)2] > k3a + k3p
y ksap seria una constante de estado estacionario (®®ksap) de dependencia hiperbdlica con
[Trx(SH)2]. También, podria ser que ks 0 k3g (ambos independientes de [Trx(SH)2]), al ser mas
lentos pudieran estar limitando la velocidad?®. Algo a destacar, es que el valor de la asintota de
la hipérbola es distinto para HsTrx1 y HsTrx2 (corte con eje y, Figura 3.9D), lo que sugiere que el
proceso limitante de la velocidad depende de la Trx en cuestion. En la reaccion de HsPrx1 con
EcTrx, tanto ks como kg mostraron una dependencia lineal con [Trx(SH):], por lo que ks es ksa y ks

es Pk3ap.

También se evaluaron las reacciones de reduccién de HsPrx2(S); con triparredoxina de
Trypanosoma brucei (TbTxn) y tiorredoxina 212 de Entamoeba histolytica (EhTrx212), debido a
sus sitios activos no candnicos WCPPC y WCKDC respectivamente. Los resultados se encuentran
en la Tabla 3.1y los detalles experimentales en el (Anexo 5.1.7).
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Tabla 3.1. Constantes de segundo orden determinadas para la reduccién de PrxSz con Trx(SH)2, TCEP y DTT. Valores
obtenidos a partir de los gréficos de las Figuras 3.6, 3.8, 3.9. En paréntesis, se indica a qué paso del ciclo catalitico
(Figura 3.5) corresponde cada constante. Nd. No determinado. El guion (-) indica que no hubo reaccién.

HsPrx1 HsPrx2
Reductor
k (M?1s?)
TCEP 3.66 6.25
DTT 0.26 7.43
ks=2.2+0.1x 108 (k3a) ks =6.1+ 0.2 x 105 (k3a O ¢Pk3ab)
HsTrxd ke =15.8 51 (kab ksc 0 ksg)  ks=0.17 s (k2)
ks=1.9+0.02x10% (ksa) ks=5.2 0.1 x 10° (k3a O % k3ap)
HsTrx2 ks = 40.9 st (kab ksc 0 kag)  ks=0.17 s (k2)
ks=2.5+0.6 x 108 (k3a) ks =4.2 £ 0.2 x 105 (k3a O ¢Pk3ab)
EcTrx ks=53+0.6%x10°  (%Pksap) ks=0.21 57 (ko)
TbTxn Nd. ks=1.1+0.3 x 105 (k33 0 ®Pk3ab)
EhTrx212 Nd. -

Como se planted en el capitulo de introduccidn, la reaccion de resolucién puede considerarse
como un freno que impide que la Prx consuma todo el H.O, como lo harian otras peroxidasas.
Esto significa que las Prx podrian detectar niveles minimos de H,0; y transmitir informacién para
promover la sefializacion a través de sus formas oxidadas CpSOH y Cp-Cr*'. Cuando se realizd esa
propuesta, aun no existia informacién detallada sobre las reacciones de reduccion. Con las
constantes de velocidad determinadas, podemos discutir con mayor profundidad el
funcionamiento del ciclo catalitico con relacién a la sefalizacidn. Primero, podemos preguntarnos
en qué circunstancias cada uno de los tres pasos principales del ciclo catalitico (pasos 1, 2 y 3) se
convierte en el paso limitante de la velocidad. La respuesta es mas clara para HsPrx2, ya que su
reaccion de resolucién es muy lenta (k2 = 0.2 s!) y considerando que ki y k3 (para HsTrx1) son
relativamente rapidas, concentraciones de H,02 > 1.25 nM y HsTrx1 > 325 nM son suficientes para
que la resolucion sea el paso limitante de la velocidad.

El caso de la HsPrx1 es mas complejo. La resolucién es mas rapida (k2 = 12.9 s) y la reduccidon
tiene un paso limitante que es de orden cero en HsTrx1 (ksb, k3c 0 k3g) con una constante de
velocidad similar de 15.8 s, lo que hace que el paso de reduccidon sea esencialmente
independiente de [HsTrx1] y una [H202] > 120 nM seria suficiente para superar la resolucion. Sin
embargo, hay otra informacion que debe considerarse. Cuando el ciclo catalitico se mide
utilizando la oxidacion de NADPH a través de EcTrx y ECTR (ensayo acoplado), parece tener un
numero de recambio entre 2 y 4.8 s 1342, Este sorprendentemente bajo ket debe surgir de un
proceso aun no descrito que enlentece la catalisis. Teniendo en cuenta que los experimentos de
reduccion se realizaron con HsPrx1 mayoritariamente en forma de decameros (segun los
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resultados del capitulo 2, Figura 2.8), mientras que los de ensayo acoplado fueron realizados con
500 nM de HsPrx1 (mayoritariamente dimeros), podemos plantear que los cambios en la
oligomerizacién durante la catalisis podrian representar un nuevo tipo de freno.

3.2.3. Efecto del pH en la reduccion de HsPrx2 por Trx

Decidimos investigar el efecto del pH sobre el ataque nucleofilico de Cy al disulfuro de Prx, con el
objetivo de evaluar como las interacciones proteina-proteina dentro del complejo Prx-Trx podrian
llegar a cambiar el entorno de esa cisteina y puntualmente su pKa. En este caso decidimos evaluar
la reaccién con HsPrx2 debido a que es mds facil y menos costoso (en términos de Trx) que para
HsPrx1. Los experimentos fueron realizados de la misma forma que para las determinaciones de
las constantes de segundo orden, pero, en TMA, a concentraciones fijas de HsPrx2(S)2 y Trx(SH)2
y en un rango de pH de 4.5 a 8.5. Las constantes de velocidad aparentes obtenidas de la bajada
de fluorescencia (ks) fueron graficadas en funcion del pH, obteniendo un perfil tipo campana que
se ajusto utilizando la Ec. 3.8 (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Reduccidn de HsPrx2 por Trx en funcion del pH. A-C. Cursos temporales de reaccién a distintos valores
de pH, para HsTrx1 (naranja), HsTrx2 (violeta) y EcTrx (rojo). Los trazos son el promedio de 12 corridas. D.
Constantes de velocidad (ks) en funcién del pH (mismo cédigo de colores y simbolos). Las lineas representan el
ajuste a la Ec. 3.8. Los puntos son el promedio * desviacién estandar de 12 repeticiones.
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De los dos valores de pKa obtenidos a partir del ajuste, decidimos quedarnos con el que
corresponde a la parte ascendente de la curva (Tabla 3.2), ya que para un tiol nucledfilo se espera
gue la velocidad observada aumente a medida que el protén se disocia. En otras palabras,
conforme aumenta la cantidad de tiolato de Cn disponible, mas rapido ira la reaccion.

Por otro lado, la parte descendente de la curva resulta inesperada para la reactividad de un tiol,
ya que la velocidad deberia llegar a un valor asintético a pH infinito. Ademas, notamos que el
valor del segundo pKa es distinto para cada Trx. A raiz de estas observaciones, podemos plantear
gue el segundo punto de inflexién corresponde a la disociacién de otro aminodcido en Trx y cerca
de Cy, que repercute negativamente en la reactividad. Debido a que el método usado para medir
la constante de reduccién por Trx depende de que la reaccién sea mas lenta que la oxidacién de
Prx por H20; (k1), realizamos un control midiendo la oxidacion de HsPrx2 en funcién del pH para
asegurarnos de que la kops de la oxidacién fuera mayor que ks. Dentro del rango de pH de trabajo,
corroboramos que koes es, al menos, 50 veces mayor que ks (Anexo 5.1.8).

Para contrastar estos valores ante una situacidn en ausencia de interaccion proteica,
determinamos los valores de pKa de Cy para cada Trx midiendo la reaccién con 4.4-DTDPy en las
mismas condiciones experimentales (TMA y rango de pH), siguiendo Abs 324 nm (ver seccion
3.1.2.). Los perfiles de reaccion en funcién del pH mostraron el aumento esperado en la kobs
conforme se alcaliniza la solucién (Figura 3.11A-C), con dos puntos de inflexién para HsTrx1, o,
uno para HsTrx2 y EcTrx, obtenidos a partir del ajuste con Ec. 3.8 y Ec. 3.9 respectivamente (Tabla
3.2). Al superponer los graficos de constante de velocidad vs pH para HsPrx2(S)2 y 4,4-DTDPy,
notamos un corrimiento de aproximadamente una unidad de pKa para Cy para todas las Trx
(Figura 3.11D).
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Figura 3.11. Comparacion del efecto del pH entre HsPrx2 y DTDPy. A-C. Gréficos de constante de velocidad (ks
para Trx con HsPrx2 y kobs para Trx con DTDPy) vs. pH superpuestos, DTDPy (verde), HsTrx1 (naranja), HsTrx2
(violeta) y EcTrx (rojo). Los datos de Trx son los mismos de |a Figura 3.10. Los puntos de 4,4-DTDPy son el promedio
* desviacidon estandar de 15 repeticiones. D. Comparacion de valores de pKa de Cn, obtenidos de la fase ascendente
de las curvas (primer pKa del ajuste en el caso de Ec. 3.8). Los valores son el promedio + desviacidn estandar.
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Tabla 3.2. Valores de pKa de la cisteina nucleofilica de Trx determinados en este trabajo
para las reacciones con HsPrx2 y 4,4-DTDPy y reportados en la literatura. Ne: este valor no
se encontrd reportado.

PKa
Trx
HsPrx2 4,4-DTDPy Literatura
6.1+0.14
+ 216
HsTrx1 5.3+0.18 76+0.14 6.3
HsTrx2 5.9+0.24 7.1 £0.05 Ne.
6.7217
7.2-7.5214
EcTrx 6.2+0.2 7.4+0.11 7.1-7.4218
6.5219
7.1220

A pesar de la notoria ganancia de acidez de Cy en el contexto de la reaccion con HsPrx2, esta
diferencia de aproximadamente una unidad en el pKa no representa una contribucidn significativa
a la cantidad de tiolato. Por ejemplo, a pH = 7.4, Cn de HsTrx1 presenta un 95% segun el pKa=6.1
determinado con 4,4-DTDPy, mientras que la interaccién con HsPrx2 reduce el pKa a 5.3, lo que
produce un 99% de tiolato. Esta diferencia del 4% probablemente se perderia dentro de la
dispersién de los resultados experimentales. Por lo tanto, el cambio en el pKa no explica el cambio
en la reactividad, sin embargo, revela que la interacciéon Prx-Trx resulta en una modificacién
significativa del entorno de Cy en Trx.
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3.2.4. Reduccion y transicion desde LU a FF

La formacién del enlace disulfuro en Prx genera un importante rearreglo conformacional que
culmina con el sitio activo en el estado LU. No obstante, sabemos que el sitio activo tiene que
estar en la conformacion FF para poder reaccionar de forma rapida con H,0,. Teniendo en cuenta
esta plasticidad conformacional, se puede considerar como si las Prx tuvieran dos sitios activos
diferentes: uno para Trx en la conformacion LU y otro para los hidroperdxidos en la conformacion
FF. La velocidad de la transicidn LU-FF tras la reduccidn sigue siendo una incognita, por lo que
decidimos intentar medirla y verificar si Trx facilita el cambio conformacional. El experimento se
realizd en el stopped-flow con la configuracion de mezcla secuencial (ver seccién 3.1.2.). En el
primer paso, HsPrx2(S); se mezcléd con un exceso de reductor (ya sea HsTrx1(SH). o TCEP).
Después de un tiempo predefinido (tiempo de espera, 2-80 s), una segunda mezcla con un exceso
de H;0; (1 uM) empuja la mezcla de reduccion al compartimento de la celda, donde se mide la

emision de fluorescencia correspondiente a la oxidacion.
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Figura 3.12. Transicidon LU-> FF de HsPrx2 luego de la reduccion con HsTrx1l o TCEP. Cursos temporales de la
oxidaciéon de 0.4 uM HsPrx2 con 1 pM H203, a distintos tiempos de espera luego de reaccionar con 1 pM HsTrx1
(A) 0 65 mM TCEP (B). Los trazos son el promedio de 5 repeticiones. C. kobs de la bajada (formacién CpSOH, reaccién
1, Figura 3.5) en funcion del tiempo de espera para HsTrx1 (circulos naranjas) y TCEP (tridngulos azules). La linea
roja marca el valor de kows esperado para la concentracion de H202 usada. D. Amplitud de la bajada en funcion del
tiempo de espera, mismo cédigo de simbolos y colores que para C. Los parametros fueron obtenidos a partir del
ajuste de la bajada de fluorescencia (Ec. 3.7) y son el promedio + desviacidén estandar de 5 repeticiones.
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Particularmente, nos enfocamos en la caida de fluorescencia correspondiente al primer paso de
reaccion (reaccion 1, Figura 3.5), ya que si ocurre con la constante aparente esperada para la
concentracion de H,O; usada (para 1 uM H,0;, kobs = 100 s) confirmamos que la Prx esta
funcionando como cuando estd previamente reducida. En todos los casos, la constante de
velocidad observada coincidié con la obtenida con HsPrx2 previamente reducida (Figura 3.12C),
lo que implica que la transicién LU-FF es mas rapida que la reduccién bajo las condiciones
experimentales y que si Trx favorece la transicion, esto no es observable en el marco temporal
del experimento. Tampoco se vieron diferencias al comparar con TCEP, lo que da indicios de que
la presencia de Trx, a priori, no tiene un rol en el replegado del sitio activo. Para algunos tiempos
de espera (Figura 3.12C) obtuvimos valores de kobs mas bajos de los esperados y notamos que
esto tenia que ver con el tiempo que llevaba preparada la solucién stock de H,0> de 2 uM en
agua. A raiz de esto, sospechamos que en estos casos el H,0, se descompuso y la concentracién
en la celda de medicién fue menor. Preparar la solucidn en la jeringa a partir de stocks de H,0;
mas concentrados (5 mM) mejord los resultados. Otra observacion interesante tiene que ver con
la amplitud de la bajada de fluorescencia (Figura 3.12D) que incrementa hasta ciertos tiempos de
espera y después permanece constante. Esto tiene que ver con el avance de la reaccidn de
reduccion en el compartimiento de pre-mezcla, ya que cuanto mas HsPrx2 reducida haya, mayor
sera el cambio en la amplitud de la sefial para la bajada de los cursos temporales (Figura 3.12A,
3.12B). Independientemente del avance en la reaccidon de reduccidn, los valores de kops se

mantuvieron constantes.

En teoria, el equilibrio conformacional FF-LU también podria ser un paso limitante de la velocidad
en el ciclo de las AhpC/Prx1. Sin embargo, observamos que la renaturalizacion del sitio activo de
HsPrx2 al estado FF fue independiente de la presencia de HsTrx1 y mas rapido que la velocidad
de reduccion en nuestras condiciones experimentales. Esto va en favor de la nocion de que la
resolucidn es el paso limitante en el ciclo catalitico de HsPrx2.
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3.2.5. Analisis inicial de la dinamica estructural de la interaccion Prx-Trx

A la fecha, no se han reportado estructuras de complejos entre miembros de la subfamilia
AhpC/Prx1 y Trx. Existe una sola estructura de HsPrx2 en su forma de disulfuro®?, mientras que la
Unica estructura disponible de HsPrx1(S); tiene una molécula de CHAPS unida al disulfuro y es una
mutante (C83S)%?. Esto nos motivé a generar los complejos entre HsPrx2(S)2 y HsTrx1, HsTrx2 y
EcTrx en su estado tiol reducido, utilizando docking proteina-proteina en la plataforma web
HADDOCK2.4 (ver seccidn 3.1.3.). Inicialmente, intentamos realizar el docking “a ciegas”, pero no
obtuvimos resultados razonables desde el punto de vista quimico, ya que la Trx quedaba
posicionada lejos del disulfuro de HsPrx2 y su sitio activo fuera de la interfase de interaccion
esperada (Anexo 5.1.9). Por lo tanto, decidimos guiar el docking (utilizando los criterios descritos
en 3.1.3.) para obtener un complejo reactivo, es decir, un complejo en el que probablemente
ocurriria la reaccidén quimica. Posteriormente, realizamos simulaciones de dindmica molecular de
500 ns para cada complejo, con el objetivo de evaluar las caracteristicas estructurales y dinamicas
de la interaccidon Prx-Trx.

En los complejos obtenidos a partir del docking guiado, la Trx une en su surco al Cg Loop en la
conformacion LU y Cy se posiciona en el entorno de Cg del disulfuro desde un lado o desde arriba
(de forma andloga a Figura 3.4), como fue dispuesto en el protocolo de docking. Lo interesante
de este resultado, es que la hipdtesis inicial de cobmo podria ser el complejo representd soluciones
de docking excelentes segun los parametros de puntuacion de la plataforma (Z-score).
Destacamos que la observacién de complejos de Trx y otros sustratos en el PDB, fue clave para
generar una orientacidon razonable entre Prx y Trx en los complejos (Figura 3.4). En esta
orientacién, la Trx “apoya” su sitio activo sobre la pequefia superficie hidrofébica que rodea al
disulfuro en Prx, la cual Unicamente se encuentra accesible en el estado LU (Figura 3.13).
Identificamos una superficie de interaccion anfipatica que comprende dos regiones: la region 1
consiste en un nucleo hidrofdébico que involucra Cy, el disulfuro de HsPrx2 y otros residuos
apolares; la region 2 contiene aminodcidos que establecen interacciones polares entre si durante
las simulaciones y se localiza alrededor de la regidon 1 en distintos puntos dependiendo del
complejo (Figura 3.13). Algunas caracteristicas de los complejos quedan resumidas en la Tabla
3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas de los complejos HsPrx2-Trx generados por docking. “Datos obtenidos del servidor PDBsum.
#Valores calculados a partir de 1000 fotos (n = 1000), el error representa el desvio estandar de la distribucién normal
de los datos.

Trx *Area superficial (A2)  *Residuos en interfase Z-score #AGunisn (kcal/mol)
HsTrx1 1021 14 -122 6 -42.1+6.2
HsTrx2 ‘ 910 11 -106 £ 2 -41.7+7.0

EcTrx ‘ 895 10 -103 5 -32.9+6.5
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Figura 3.13. Complejos HsPrx2-Trx. Se muestran los complejos obtenidos a partir del docking para HsPrx2(S)2 (azul)
y HsTrx1 (naranja, A), HsTrx2 (violeta, B) y EcTrx (rojo, C), en representacidén “cartoon” y superficie transparente.
Las cisteinas del disulfuro de HsPrx2 y Cn se indican como esferas amarillas. Dentro de esta representacion, se
destacan las regiones de interaccion 1 (hidrofdbica, gris) y 2 (polares, verde). En la figura del medio de cada panel,
se muestra un zoom de la interfase de interaccién como superficie, coloreada segun las regiones. Los aminoacidos
relevantes se representaron como varillas y se colorearon segiin HsPrx2 y las Trx en cuestion. Al final de cada panel
se muestra un grafico de barras horizontales de la energia libre de unién, desglosada por residuo. Esta fue
calculada utilizando la herramienta MMGBSA, aplicada sobre 1000 fotos (n = 1000) de las simulaciones de 500 ns.
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Los calculos de energia libre de union (AGunisn) para los tres complejos dieron valores que repiten
la tendencia de las constantes de velocidad determinadas, es decir, practicamente idénticos para
HsTrx1 y HsTrx2 y apenas inferior para EcTrx (Tabla 3.3). Luego de definir los residuos de la
interfase (ver seccién 3.1.3.) alo largo de la simulacidn, realizamos la descomposicion de la AGunisn
por residuo para estimar la contribuciéon de cada uno a la AGunisn global e identificar su
importancia en la estabilizacién del complejo (Figura 3.13). En la regidn 1, los residuos W31, P34,
M37, C73, M74, P75, G91, A92 (HsTrx1) y V171, P173, A174, G175, W176 (HsPrx2) rodean al
disulfuro y Cn de Trx, definiendo un nudcleo de interaccion hidrofdbico. Entre ellos, destacan M74
y Cr (C172) como los residuos mas estabilizantes en HsTrx1 y HsPrx2 respectivamente. Lo mismo
se observd con V74 e 175 en HsTrx2 y EcTrx. Ambos residuos interactian a través de enlaces de
hidrégeno entre los atomos de nitrégeno amida y oxigeno del carbonilo de la cadena principal y
orientan el disulfuro hacia el Cn, actuando como punto de anclaje. Esta fue la interaccion que
guedd definida en el docking y permanecié durante todo el tiempo simulado en todos los
complejos (Anexo 5.1.10). En el caso de HsTrx2, el residuo 193 demostrd contribuir mas a la
AGunisn que V75 en la region 1. Algo a destacar es que los aminodacidos que mas contribuyen a la
AGunisn dentro de la region 1, se encuentran en posiciones conservadas tanto en AhpC/Prx1 como
en Trx. Particularmente, la secuencia HGEVCPAGWKP (Anexo 5.1.10), en Prx, y el sitio activo
candnico WCGPC junto con el loop anterior a la cis-Pro (donde se encuentra M74 en HsTrx1) en
Trx. El hecho de que aminodcidos conservados sean importantes para la estabilizacion/formacién
del complejo, sugiere que fueron seleccionados por mecanismos de coevolucién, probablemente
los de Prx en funcién de Trx.

La regidn 2 comprende aminodcidos que forman interacciones idnicas y/o polares entre si, como
D60, D61 y N93 en HsTrx1,y K92, Y164, H168 y K177 en Prx2. En este caso, D60 y D61 interactian
con K92 y K177 formando puentes salinos transitorios a lo largo de la simulacién (Anexo 5.1.10),
lo que doté al complejo de unaimportante complementariedad electrostatica. En el lado opuesto,
N93 tiene interacciones de enlace de hidréogeno con H168 y Y164 (Anexo 5.1.10). No obstante, la
region 2 varia en los complejos con HsTrx2 y EcTrx, observandose otras interacciones ionicas y
polares, como R41 (HsTrx2) con D167 (HsPrx2) y R72 (EcTrx) con D153 (HsPrx2) (Anexo 5.1.10).
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3.2.6. Consecuencias energéticas y estructurales de las dinamicas con
CnS-

El tiolato de Cn en Trx (CnS') es la especie reactiva que ataca a HsPrx(S). y genera el intermediario
disulfuro mixto Prx-Trx (reaccién 3b, Figura 3.5). Por lo tanto, CnS™ debe estar dentro del complejo
para que ocurra la reaccion. Para evaluar el efecto del estado de protonacién de Cy, realizamos
simulaciones de los tres complejos con Cn en forma de tiolato. La AGunisn aumentod
sistematicamente en todos los complejos en comparacion con los resultados obtenidos con la
forma tiol, lo que significa que CnyS™ tiene un efecto desestabilizador en la interaccién Prx-Trx
(Figura 3.14A).
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Figura 3.14. Efecto de CnS en la energética de la interaccidn Prx-Trx. A. Comparacion de AGunisn global de los
complejos entre las formas tiol (gris) y tiolato (rojo) de Cn. La AGunisn fue desglosada por residuo para los complejos
con HsTrx1 (B), HsTrx2 (C) y EcTrx (D). Los resultados representan la media de la distribucién normal de los datos
(MM-GBSA, n = 1000) y las barras de error (A) el desvio estandar de la distribucion.
Esto se confirmd mediante la descomposicion de la AGunisn por residuo, donde CnS (C32)
incrementa la energia de unidn aproximadamente a 5 kcal/mol (Figura 3.14B-D). Ademds,
observamos que CnS™ interrumpe interacciones cercanas en la regién 1 (por ejemplo, W31, P34,
W176) y tiene un efecto pronunciado en residuos mas lejanos en la regién 2 (por ejemplo, D60,
D61, K92, K177), para el caso del complejo con HsTrx1. Al examinar el entorno estructural,
notamos que CnS promueve que W31 (Trp conservado de sitio activo) gire desde la regién 1 hacia
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la region 2, distorsionando las interacciones de D60 y D61 con K92 y K177. El cambio
conformacional de W31 de un estado cerrado a uno abierto puede describirse mediante el cambio
en el dngulo diedro formado por el carbonilo y los atomos de carbono a, By y (Figura 3.15B). Los
valores alrededor de -50° representan la conformacién cerrada, que es la principal regién que
explora W31 con Cy en forma de tiol. Mientras que, en presencia de CnS”, W31 explora diferentes
valores, especificamente 60° (conformacion abierta), -50° y -80° (Figura 3.15C). A lo largo de la
simulacidn, las fluctuaciones de los valores del diedro coincidieron con el perfil de AGunisn global
(Figura 3.15A), y observamos que la conformacion cerrada se correlaciona con energias de union
mas bajas, mientras que la abierta coincide con energias de unién mas altas (Figura 3.15C).
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Figura 3.15. CxS™ induce un cambio conformacional en el W31 de Trx. A. Valores del diedro de W31 (negro) y
AGunisn (azul) a lo largo de la simulacidn de HsPrx2-HsTrx1. Las lineas rojas discontinuas indican la correspondencia
temporal de los “saltos” en los valores. B. Representacién de esferas y varillas de W31y C32 en los distintos valores
de diedro de W31, definido por los dtomos sefialados con flechas negras. El enlace pintado en verde representa el
eje de rotacién entre los dos planos. C. Frecuencia relativa del diedro C-Ca-CB-Cy a lo largo de las simulaciones del
complejo HsPrx2-HsTrx1 con CnSH (gris) y CnS(rojo). Los puntos azules representan la AGunisn promedio para -50°,
-80° y 60°. Las barras de error representan la desviacion estandar de los valores para 300 fotos (n = 300) en cada
region. Las curvas fueron construidas usando una distribucion tipo Kernel-Smooth a partir de 1000 fotos (n = 1000)
de la simulacién. D. Frecuencia relativa del diedro C-Ca-CB-Cy a lo largo de las simulaciones de HsTrx1 sola en sus
formas CnSH (gris) y CnS(rojo). Las distribuciones se obtuvieron de la misma forma que en C.

Los cambios conformacionales del W31 también ocurrieron en las simulaciones de los complejos
con HsTrx2 y EcTrx (Anexo 5.1.11), lo que sugiere que es una propiedad independiente del
complejo e inherente a Trx. Ademas, al simular HsTrx1 aislada en las mismas condiciones (Figura
3.15D), también observamos el cambio conformacional de W31, aunque en esta condicion las
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distribuciones fueron mas angostas que en el complejo con HsPrx2. Lo interesante de este cambio
conformacional, es su dependencia con el estado de protonacién de Cn. En todos los complejos
en el estado tiol, W31 se posiciona a mitad de camino entre Cyy el disulfuro, actuando como
barrera estérica (Figura 3.16C). Al desprotonarse Cy, W31 se hace a un lado y deja a CnS” mas
accesible para reaccionar. Este mecanismo estérico, garantiza que Cy siempre se encuentre
expuesta en su estado reactivo.
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20 O HsTrx1(CySH):Prx2 @ HsTrx1(C,SH):Prx2

W HsTrx1(C\S"):Prx2
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Figura 3.16. El complejo Prx-Trx cubre a CnS™ del solvente. A. Diagrama de violin de la distribucién de moléculas
de agua dentro de un radio de 5 A del atomo de azufre de Cn durante el tiempo simulado. Se comparan las
condiciones de CnSH, CnS™y CnS' sin HsPrx2. B. Funcion de distribucion radial (g(r)) de moléculas de agua alrededor
del azufre de Cn para las tres condiciones. Los datos en Ay B representan la distribucion de valores obtenidos a
partir de 1000 fotos (n = 1000) de cada simulacion de 500 ns. C. Representacidn estructural de las moléculas de
agua que rodean al azufre de Cn. W31, Cn y el disulfuro de HsPrx2 se representan como varillas (detras de la

superficie transparente), mientras que las moléculas de agua se representan como esferas y varillas. Los colores
de la superficie, naranja y azul, representan a HsTrx1 y HsPrx2, respectivamente.

Por ultimo, la carga negativa alrededor de CnS™ en el entorno hidrofdbico de la region 1, no solo
produjo un aumento de AGunisn, Sino que también introdujo moléculas de agua en la superficie de
interaccion (Figura 3.16A). Esto se pudo observar al comparar el tiol y el tiolato de HsTrx1 Cyen
el complejo con HsPrx2. Ademas, utilizando la simulacidon de HsTrx1 sola, podemos comparar la
solvatacion de CnS™ en ausencia o presencia de la interfase proteica. La funcidén de distribucion
radial de moléculas de agua alrededor del atomo de azufre de CnS, deja en evidencia la
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desolvatacion del tiolato en presencia del complejo en comparacién con HsTrx1 aislada (Figura
3.16B). Teniendo en cuenta que las reacciones de intercambio tiol-disulfuro se ven favorecidas
en entornos hidrofébicos??? y que la solvatacion de tiolatos con solventes polares como el agua
atenla su reactividad??3, podemos afirmar que la formacion del complejo genera un entorno
molecular donde la reaccién catalizada por Trx se encuentra notablemente favorecida.

3.2.7. Simulaciones del disulfuro mixto Cn-Cr en el complejo HsPrx2-
HsTrx1

Siguiendo con la secuencia del ciclo catalitico de la Figura 3.5, decidimos simular la especie que
se forma luego del paso 3b, es decir, el disulfuro mixto entre Prx y Trx. Para generar la estructura
de partida, elegimos una foto de las simulaciones del complejo HsPrx2-HsTrx1 donde Cy estuviera
particularmente cerca de Cr, de forma tal de poder crear el nuevo enlace entre cisteinas y romper
el enlace disulfuro previo (Cp-Cg). Luego de generar esta estructura de partida y su respectiva
topologia, realizamos simulaciones de dindmica molecular clasicas de 500 ns, en las mismas
condiciones que los otros complejos. En este sistema observamos que W31 vuelve a cambiar su
conformacion al estado cerrado (-50°) en presencia del disulfuro CnS-SCr (Figura 3.17A).
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Figura 3.17. Simulacién del disulfuro mixto Cn-Cr en el complejo HsPrx2-HsTrx1. A. Vifietas de las conformaciones
relevantes de W31, Cn, C35 (naranja) y Cr (azul). Los residuos fueron representados como varillas. La estructura
de HsTrx1 (naranja) y HsPrx2 (azul) se representd como “cartoon” en tono transparente. La linea punteada roja se
corresponde al panel B. B. Graficos del diedro de W31 (negro), angulo entre los azufres de Cr-Cn-C35 (azul) y
distancia Cn-C35 (amarillo) en funcidn del tiempo de simulacién. La linea roja punteada representa el momento

en el que se cierra W31.
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Este movimiento es acompanado de un cambio en la conformacion del disulfuro mixto, que
termina alineando sus azufres con el de la segunda Cys del sitio activo de HsTrx1 (C35) y acerca el
atomo de azufre de la dltima con el de Cn. Otro detalle interesante, es que W31 no visita la
conformacidn de diedro de 60° como lo hace en las simulaciones de CnS, sino que se encuentra
rotando en valores de + 180° hasta alcanzar la posicién cerrada (Figura 3.17B).

El movimiento de cierre del W31 parece ser clave para la reaccién del segundo intercambio tiol-
disulfuro, en donde C35 realiza un ataque nucleofilico sobre el disulfuro CrS-SCy (reaccion 3c,
Figura 3.5). En primer lugar, genera una disposicion espacial entre azufres muy similar a lo que se
espera para los estados de transicion de estas reacciones (estado de transicidon lineal) y, en
segundo lugar, desplaza las moléculas de solvente que se puedan encontrar alrededor de los
reactivos, generando un entorno hidrofébico que aumenta la velocidad de este tipo de
reacciones. La importancia del Trp del sitio activo de Trx en su catalisis, ha sido demostrada
mediante mutaciones puntuales en distintos trabajos, en los que se observa que la actividad
enzimatica practicamente se pierde??. Los resultados de estas simulaciones explican, en parte,
por qué este residuo, que no participa directamente en la quimica de la reaccion, es tan
importante en el mecanismo catalitico. Para el primer intercambio tiol-disulfuro, el movimiento
de apertura y cierre, expone a Cy cuando esta lista para reaccionar (CnS’) y, para el segundo,
posiciona los reactivos adecuadamente generando un entorno quimico favorable para la
reaccion.
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3.3. Conclusiones

Las reacciones tiol-disulfuro son lentas en ausencia de catalisis, y sus constantes de velocidad
pueden predecirse para especies de bajo peso molecular. Los Unicos datos necesarios son el pH,
el pKa de los tioles involucrados y la ecuacién empirica para el intercambio tiol-disulfuro
determinada por Szajewski et al?2. Usando los valores de pKa reportados en la literatura para
HsPrx2 (4.8 para Cp y 8.5 para Cr*) y el valor determinado para Cn de HsTrx1 con 4,4-DTDPy, se
puede estimar una constante de velocidad (anédloga a ksab) de aproximadamente 85 M~ s™" a pH
7. No obstante, las constantes de velocidad obtenidas (Tabla 3.1) fueron mas de tres 6rdenes de
magnitud superiores a ese valor, lo que sugiere que existen factores adicionales responsables de
esta diferencia. El estudio de la interaccion Prx-Trx mediante docking y simulaciones de dindmica
molecular, demostré que la presencia de residuos no cargados y apolares rodeando Cy (Figura
3.13) y el apantallamiento de CnS™ contra el solvente en el complejo (Figura 3.16), pueden ser los
factores que expliquen el aumento de la velocidad. Otro factor adicional, proviene de las
estimaciones de AGunisn, donde todos los residuos de la interfase estabilizan la interaccidn
excepto CnS (Figura 3.14). Alternativamente, podemos plantear que la energia aportada por los
residuos de la interfase es utilizada para “pagar” el costo energético de tener un tiolato inestable
dentro del complejo para obtener CnS con una reactividad superior.

En el proceso de caracterizacion de la interaccién Prx-Trx, encontramos aspectos interesantes del
mecanismo de reaccidon de Trx. Los cambios conformacionales de W31 en las distintas etapas de
la reaccion (Figura 3.15, 3.17), destacan su rol como guia molecular de la catalisis.

Volviendo a la pregunta inicial, de si la reduccion podria ser un paso limitante en el ciclo catalitico,
podemos concluir que no para HsPrx2 (la resolucion es el paso mas lento). En el caso de HsPrx1,
el panorama es mas complejo porque la velocidad de resolucion esta muy cerca del valor limitante
de la velocidad en la reduccién (que es independiente de [HsTrx1]). Con los valores de velocidad,
tenemos un panorama cinético mas claro para sostener que es mas probable la transferencia de
equivalentes de oxidacién a través de CpSOH para HsPrx2 que para HsPrx1. En cuanto a la
posibilidad de que el disulfuro Cp-C sea el estado oxidado que reaccione con proteinas blanco de
sefializacion (reductores alternativos), va a depender de cbmo compita la proteina blanco con Trx.
Una posibilidad es la formacion de complejos entre Prxy proteinas blanco previo a la oxidacion??,
ya sea directamente con el reductor alternativo, o, a través de proteinas de soporte (scaffold)
como en el caso ANXA2-STAT3-HsPrx2'7>. Otra posibilidad radica en la disponibilidad de Trx
reducida, que va a depender de que tan “ocupada” esté reduciendo otros sustratos y de los
niveles de NADPH.

Por ultimo, a partir de la caracterizacion estructural del complejo Prx-Trx, podemos extrapolar la
informacién a complejos entre Prx en su estado disulfuro y reductores alternativos. Al igual que
Trx, estos reductores seguramente deben tener una Cys que esté expuesta (o pueda exponerse)
y rodeada por residuos hidrofdbicos.
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Capitulo 4

Caracterizacion funcional de la
senalizacion a través de Prx
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Prefacio

La literatura esta colmada de ejemplos que sugieren o destacan la participacion de miembros de
la familia AhpC/Prx1 en procesos fisiologicos. Sin embargo, ain nos encontramos muy lejos de
saber exactamente como lo hacen. Los paradigmas de sefializacion a través de Prx discutidos en
la introduccion, son el marco conceptual que utilizan muchos investigadores a la hora de buscar
el vinculo entre sus observaciones y cambios en los niveles o estado redox de estas peroxidasas.
Lo cierto es que muy pocas de estas bases tedricas han sido sustentadas con resultados
experimentales que tuvieran el detalle bioquimico necesario. Es por eso, que el estudio de
fendmenos de sefializaciéon redox mediados por Prx y su integracién con otras redes de
sefializacion y/o procesos fisioldgicos, es un campo de investigacion muy prometedor.

En general, el trabajo de este capitulo consistié en la profundizacién del estudio de dos ejemplos
donde HsPrx1 y/o HsPrx2, pueden llegar a modificar el estado de oxidacion de residuos de Cys en
proteinas y potencialmente regular su funcion. El primer ejemplo es el de HsANXA2, que se ha
vinculado con HsPrx2 en el eje de sefalizacion HsSTAT3-HsPrx2 como proteina de soporte
(scaffold), jugando un rol fundamental en la oxidacidn de HsSTAT3 por H,0; 747>, A pesar de que
HsPrx2 es la Prx asociada con este eje, no podemos descartar la participacion de HsPrx1, debido
a su alta similitud. Por eso, decidimos estudiar la interaccién de las dos Prx con HSANXA2 en
presencia de H;0,. HSANXA2 pertenece a la familia de las Anexinas, que son proteinas de
membrana encargadas de unir y fusionar membranas a nivel intracelular. Particularmente
HsANXAZ2 se une a los fosfolipidos de fosfatidilserina a través de iones calcio y presenta un residuo

de Cys en una hélice N-terminal, que puede exponerse al solvente?2%227,

El segundo caso estudiado fue el de la oxidacidn de la enzima HsCBS por H.0; y el rol de HsPrx1y
HsPrx2 en este proceso. La HsCBS es una de las 3 enzimas capaces de generar H;S en humanos y
se encuentra en el primer paso de la via de transulfuracién, donde se genera Cys a partir de
homocisteina'®2%8, Es una enzima compleja, presenta dos grupos prostéticos (hemo y piridoxal
fosfato, tres dominios: intrinsecamente desordenado (funcidn desconocida), catalitico y de
regulacion. Su estructura consiste en un dimero de aproximadamente 120 kDa que incluso puede
formar polimeros fibrilares??°. Presenta 11 Cys en su estructura primaria, tres de las cuales
aparecen accesibles al solvente (C15, C272 y C275). C15 se encuentra en el dominio
intrinsecamente desordenado y de ahi inferimos que puede llegar a ser accesible, mientras que
la accesibilidad al solvente de C272 y C275 puede observarse en estructuras cristalograficas (PDB:
8S5L). Ademas, se sugiere que este par de Cys forman un disulfuro que puede llegar a tener un
efecto regulador de la actividad?3°.

Esta parte del trabajo ocurrié en el marco de la pasantia que realicé en el centro de investigacion
aleman del cancer (DKFZ, Heidelberg, Alemania) bajo la supervision del Dr. Tobias P. Dick, en el
laboratorio de regulacion redox. Estudios previos de este grupo, sugieren que ambas Prx estan
involucradas en la oxidacién de HsCBS por H,0,, actuando como facilitadores del proceso'’°.
Ademas, otro grupo presentd resultados de espectrometria de masa que demuestran la
interaccion entre HsCBS y las dos Prx'72. En base a estos antecedentes, nos propusimos investigar
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si la oxidacién de HsCBS es mediada por Prxy, en caso de ser asi, evaluar si el proceso es especifico
para alguna de las dos. Por otro lado, decidimos evaluar la sensibilidad de HsCBS al H.O; en
comparacion con Prx y explorar qué residuos de Cys estan involucrados en la formacion de
especies oxidadas. El trabajo realizado para este par de ejemplos, generd resultados preliminares
prometedores que allanan camino para el estudio de complejos de sefalizacion redox entre Prx
y proteinas blanco de sefializacién por H;0.
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4.1. Metodologia

4.1.1. Procedimientos generales

Amortiguadores de uso general
Se utilizaron los amortiguadores definidos en los capitulos 2 y 3: TMA (pH 6.9-7.1).
Amortiguadores de purificacion de proteinas

Para la purificacion de HSANXA2 (IMAC) se utilizé amortiguador de unién IMAC: 50 mM Tris, 300
mM NaCl y 20 mM imidazol, pH 7.8; amortiguador de elucién IMAC: amortiguador de unidn mas
480 mM imidazol (500 mM final), pH 7.8; amortiguador de lisis: amortiguador de unién
suplementado con 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mg/mL lisozima de huevo de
gallina, 5 mM de MgCl,y 0.6 U/mL de DNAsa.

Preparacion de proteinas

Tanto para la reduccidon, como, para la oxidacion estequiométrica y la cuantificacion de tioles
proteicos y H,0,, se procedid de la misma manera que en los capitulo 2 y 3. Se agregd un paso
adicional de desalado con PD-10 luego de la oxidacidén estequiométrica de Prx, para remover el
posible exceso de H;0,. La concentracion de proteinas fue determinada mediante
espectrofotometria UV a partir de los coeficientes de extincién molar a 280 nm (g2s0) calculados
segln la secuencia aminoacidica en la plataforma web ProtParam: HsPrx1, 18500 M~ cm™;
HsPrx2, 21500 M~ cm™1; HsANXA2, 33810 Mt cm™2.

Expresion y purificacion de proteinas

Para este capitulo se incorpora el protocolo de expresion y purificaciéon de HsSANXA2. Contamos
con una construccion de HsANXA2 en un vector pET28a, con resistencia a kanamicina, Histag y
sitio de corte para TEVp. La expresion fue realizada en la cepa CodonPlus de E.coli. Las células
guimiocompetentes se transformaron con 1 a 5 pL del plasmido correspondiente por shock
térmico y fueron esparcidas en placas con medio Luria-Bertani-Agar (LB agar) suplementado con
50 pg/mL de kanamicina y 30 ug/mL de cloranfenicol e incubadas ON a 37 °C. Al otro dia, se
picaron una o dos colonias de la placa y se colocaron en 10 mL de medio LB suplementado con
los mismos antibidticos y se incubé ON a 37 °Cy 200 rpm. Al dia siguiente, se realiz6 el escalado
con un indculo 1:100 en 1 L de LB suplementado Unicamente con kanamicina 50 pg/mL en un
matraz de 5 L (relacion liquido-volumen 1:5). El cultivo se dejé crecer por aproximadamente 3 h,
a 37 °C y 200 rpm, hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (ODsoonm 0.6-0.8). En ese
momento se indujo la expresion de la proteina mediante el agregado de 0.5 mM de isopropil-B-
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a 20 °C ON, 200 rpm. Luego de la expresion, el cultivo fue
centrifugado a 6000 g por 30 min a 4 °C y el pellet bacteriano se pesé y almacend a -80 °C hasta
el momento de la purificacién.

El lisado filtrado se obtuvo de forma andloga a HsPrx2 (ver seccidn 2.1.1.). La purificacion consistio
en una IMAC, en una columna Ni?* Sepharosa HisTrap (Cytiva) de 1 mL, la cual se equilibra con 10
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volumenes de amortiguador de unién IMAC en el cromatégrafo FPLC AKTA Prime plus (GE
Healthcare). Luego se procedié a sembrar la columna con el lisado filtrado utilizando el sistema
SuperLoop (Cytiva) a un flujo de 0.5 mL/min y una vez cargada la muestra, se subio el flujo a 1
mL/min y se lavd con 10 voliumenes de amortiguador union IMAC. Posteriormente se lavd con
una concentracién de 60 mM imidazol y por ultimo se eluyé la proteina con 300 mM imidazol. El
eluido fue dializado contra amortiguador de unién IMAC a 4 °C ON. La protedlisis con TEVp y la
segunda IMAC se realiz6 de la misma forma que en la seccidn 2.1.1. La proteina fue cuantificada
por Abs 280 nm y almacenada a -20 °C. Todas las fracciones colectadas fueron sometidas a SDS-
PAGE (12% acrilamida) para corroborar la presencia y grado de pureza de la proteina a lo largo
del proceso de purificacion.

Cultivo celular

Para los experimentos con células de mamifero se utilizo la linea celular HEK293 MSR, estas
células expresan el receptor de macréfagos MSR lo que le confiere una mayor adhesion a la
superficie de las botellas de cultivo. Las células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino y 1% de la mezcla de antibidticos penicilina/estreptomicina, en una
estufa a 37 °C y 5% CO,. Para levantar las células, se aspir6é el medio y se lavaron con el mismo
volumen de PBS, para luego incubarlas con 1/5 del volumen de medio de la solucién Versene
(Thermo Fisher) a temperatura ambiente. A continuacidn, se aspird la solucion y se agrego el
mismo volumen de una solucion de tripsina (Thermo Fisher), la cual se incubd 2 a 4 min en la
estufa. Por ultimo, se agregd DMEM nuevo, se resuspendieron las células y se las contd para
realizar las diluciones o pasajes deseados.

Transfeccion transitoria

Las células fueron transfectadas con las construcciones de HsCBS salvaje y mutantes de Cys (C15A,
C272A y C275A) con péptido de unidn a estreptavidina (SBP) N- o C-terminal, en el vector
pcDNA3.1(--) (8 construcciones en total). En el dia 1, se levantaron las células de la botella de
cultivo, se contaron y plaquearon en la placa deseada. En el dia 2, se transfectd 1 ug de ADN cada
100000 células con Lipofectamine2000 (Thermo Fisher) en 1/10 del volumen del pocillo. La mezcla
ADN-Lipofectamine se realiz6 en medio OptiMEM de la siguiente manera: el volumen de
OptiMEM se dividid en dos, una mitad para mezclar con el ADN plasmidico (DNAmix) y la otra
para mezclar con Lipofectamine2000 (LIPOmix) cuyo volumen es el doble de los ug de ADN
necesarios por pocillo. La LIPOmix se vortexed e incubd 5 min a temperatura ambiente. Luego se
mezcld la LIPOmix con la DNAmix y se vortexed e incubd de 20 a 30 min a temperatura ambiente.
Por ultimo, se agregd el volumen indicado de mezcla final (mezcla de transfeccién) en el pocillo o
placa, se incubaron las células y se esperaron 8 h para cambiarles el medio. En el dia 3, se realizd
el experimento correspondiente. La transfeccidn puede llegar a durar de 24 a 72 h, dependiendo
de la proteina.
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Knock down de AHsPrx1

Para bajar los niveles de expresion de HsPrx1 se utilizé una mezcla de ARN corto de interferencia
(siRNA) presente en el laboratorio. Se usaron 250000 células por pocillo en una placa de 6 (2 mL
por pocillo) con DMEM sin antibidtico. Se prepararon las mezclas de siRNA en OptiMEM con
dharmaFECT (en lugar de Lipofectamine2000) de forma andloga al protocolo de transfeccién
transitoria. En este caso, se agregaron 200 uL de mezcla de knockdown por pocillo, donde el
volumen de dharmaFECT (Horizon Discovery) es 3 veces el de siRNA. Antes de plaquear las células,
se agrego la mezcla de knock down en los pocillos. Las células se dejaron ON en la estufa y se le
cambié el medio a uno con antibidticos al dia siguiente. Se sembro un control con la mezcla siRNA
scramble.

Bloqueo de tioles y lisis celular

Los grupos tiol fueron alquilados con una solucion de N-etilmaleimida (NEM) 100 mM en PBS que
se preservo en hielo antes de aplicar sobre las células. La solucidn de lisis consistié en 20 mM Tris,
190 mM NaCl, 10 mM NEM, 1% Tritén X-100 y cocktail de inhibicidon de proteasas (Roche), pH 7.6.
Brevemente en placas de 6 pocillos, luego del tratamiento con H,03 o control (PBS), se aspird el
medio y rapidamente se aplicé 500 pL de la solucion de NEM 100 mM fria sobre las paredes del
pocillo o la placa y se incubdé de 5 a 10 min en hielo. Luego, se aspird la solucion de NEM, se
agregaron 200 pL de la solucidn de lisis por pocillo y se incubaron las placas con agitacion (por
inclinacion) a 4 °C de 20 a 30 min. Los lisados se recolectaron en tubos eppendorf y se
centrifugaron a 16000xg por 10 min a 4 °C. Por ultimo, se preservaron los sobrenadantes y se les
agreg6 amortiguador de electroforesis con/sin DTT para almacenarlos a -20 °C hasta su analisis.

SDS-PAGE y western blot

Las muestras fueron corridas en geles de 10% de poliacrilamida, la corrida se realizd a 80 V para
el concentrador y 120 V para el separador. La transferencia se realizé en membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF) de 0.45 um previamente activadas en metanol puro, en amortiguador
Towbin (25 mM Tris, 192 mM L-glicina, 10% metanol, pH 8.3), a 200 V y 2 °C durante 2 h. Las
membranas se bloquearon con una solucidon de PBS con 5% BSA, 0.01% azida de sodio y 0.1%
Tween20, durante 1 h a 4 °C con agitacion. Luego, se removid la solucién de bloqueo y se incubd
con el anticuerpo primario (1/1000) preparado en la misma solucion, ON a 4 °C con agitacion. Al
dia siguiente, se recuperd el anticuerpo primario y se lavé la membrana por 10 min con PBS-
Tween20 0.1% a temperatura ambiente con agitacidn (esto se repitid 3 veces). A continuacion, se
incubd con el anticuerpo secundario correspondiente (1/10000, en solucién de bloqueo) durante
1 h a temperatura ambiente y con agitacion. Luego, se descartd el anticuerpo secundario y se
procedio a realizar 3 lavados con PBS-Tween20 0.1% como se describié anteriormente. Por
ultimo, se revelé en un equipo Odyssey XF (Li-Cor) por quimioluminiscencia, utilizando el kit
SuperSignal West Femto (Thermo Fisher), con un tiempo de exposicidn de 30 s.
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4.1.2. Procedimientos especificos
Cinética de oxidacion de H#sANXA2 por SEC

La oxidacién de 5 uM de HsANXA2 por 500 uM H,0; en ausencia/presencia de 5 mM CaCly, fue
seguida por SEC en un equipo HPLC Agilent 1260 con una columna Superdex 200 5/150 GL
(Cytiva). Previo a los experimentos, se realizd una curva de calibracion de la columna con distintos
estandares de peso molecular: tiroglobulina (660 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (160 kDa),
conalbumina (76 kDa) y ribonucleasa (13.7 kDa), a 1 mg/mL cada una (Anexo 5.1.1). Las corridas
se llevaron a cabo en TMA, a un flujo de 0.4 mL/min a temperatura ambiente (22-25 °C). Las
muestras se inyectaron en un volumen de 40 uL con un loop de 300 uL. En cada corrida se registré
la emision de fluorescencia a 320 nm utilizando una excitacién de 280 nm (también se registraron
las sefiales de Abs a 280y 210 nm). Las fracciones relativas de monédmeros y dimeros de HsANXA2
(Fm o Fp), se calcularon a partir de los cromatogramas considerando el area bajo la curva (ABC)
para el pico del mondmero (t = 5.4 min) y el dimero (t = 4.8 min), segun la siguiente ecuacién:

FM _ ABCmonémero :FD = 1- FM Ec.4.1

ABCmonsmero TAB dimero

La fraccion relativa de mondmeros se ajusto a la siguiente funcidn monoexponencial:
y = Ae(“kobs*¥) 4 Ec. 4.2
Donde y es Fwm, A es la amplitud de la exponencial, x es el tiempo y C es Fu al final de la reaccion.

SDS-PAGE de oxidacion de #sANXA2 por Prx

Se evalud la capacidad de HsPrx1 y HsPrx2 de oxidar HSANXA2 en presencia de H,0, y la cinética
de reaccion de HsANXA2 por HsPrx2(S), mediante SDS-PAGE no reductora (sin B-ME). Para el
primer caso, se inicié la reaccion en TMA mediante el agregado de Prx, HsANXA2 y H,0; en
distintas concentraciones y orden. Se incluyeron controles de las proteinas completamente
oxidadas y reducidas. Para la cinética de reaccion entre HSANXA2 y HsPrx2(S),, HSANXA2 se redujo
y HsPrx2 se oxido estequiométricamente previo a la reaccion. En un volumen final de 300 pL, se
hizo reaccionar 4 uM HsPrx2(S), con 10 uM HsANXA2 durante una hora, en presencia o ausencia
de 10 mM CaCls. A distintos tiempos (0, 5, 10, 20, 40 y 60 min), se tomo una alicuota de 20 pL de
reaccion que se agrego a una solucion para detener la reaccidon, compuesta por iodoacetamida
(IAM, 75 mM concentracién final) y amortiguador de electroforesis. Las distintas fracciones
fueron calentadas a 95 °C por 5 min antes de ser sembradas en geles de 12% de poliacrilamida.
La tincion de los geles fue realizada con azul Coomassie coloidal. Las bandas de interés se
cuantificaron por carril, mediante densitometria en el software Imagel, y fueron normalizadas por
el valor de la intensidad total del carril.

Estudio de la interaccion H#sANXA2-Prx por fasores

En el capitulo 2, observamos que es posible evidenciar la interaccién entre proteinas a partir del
analisis de T por fasores (ver seccion 2.2.7.). En esta oportunidad, realizamos el experimento con
mezclas 1:1 (Prx:HsANXA2) a distintas concentraciones, en TMA suplementado con DTT a 25 °C.
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Las mediciones de T se realizaron en el dominio de frecuencia con el espectrofluorémetro ISS
ChronosFD. La fuente de luz fue un LED de 284 nm, modulado por sintetizadores de frecuencia en
un rango de 10 a 200 MHz. Se utilizé un filtro de paso de banda de 280 nm en el camino de
excitacion. La emision de fluorescencia se registrd a través de un filtro de paso largo WG320 (320
nm) y se utilizé N-acetil-L-triptofanamida (NATA) como referencia (t = 2.8 ns a 25 °C).

Docking proteina-proteina

Los complejos entre HsPrx2 y HsANXA2 fueron generados usando la plataforma Haddock
2.4205206 | 35 estructuras fueron obtenidas de la PDB (51JT y 5LPU). El docking se realizé con los
parametros por defecto en la versidén de avanzada de la plataforma, definiendo a la Cys N-terminal
de HsSANXA2 (C9) y las Cys del disulfuro de HsPrx2 como residuos activos de interfase. De los 5
grupos de estructuras obtenidas, nos quedamos con la que posicioné a C9 mas cerca del disulfuro.

Oxidacion de HsCBS-SBP en células HEK293 MSR

Para evaluar la oxidacién de HsCBS se transfectaron células HEK293 MSR con el grupo de
construcciones que presentan SBP en el extremo C-terminal. Las células se oxidaron con H,0; en
dos formatos: uno donde se realizaron tratamientos puntuales con concentraciones de H,0, de 0
(PBS), 5, 20, 50, 100 y 200 pM (concentracion final en el medio) durante 30-40 s. Estos ensayos
se realizaron para HsCBSwt y mutantes de Cys, en placas de 6 pocillos, donde se sembraron
250000 células por pocillo en el dia 1, se transfectaron con los plasmidos correspondientes el dia
2 y se trataron con H,0; en el dia 3.

La otra modalidad consistid en hacer cinética, empezando con el agregado de 60 uM H,0, y
deteniendo la exposicién a distintos tiempos a lo largo de 300 s. Este ensayo se realizé para
HsCBSwt, en placas de 12 pocillos, donde se sembraron 125000 células por pocillo en el dia 1, se
transfectaron en el dia 2 y se trataron con H;0; en el dia 3. En ambos casos, la exposicion a H,0;
se detuvo de la forma descrita en “Bloqueo de tioles y lisis celular”. Las muestras se analizaron
por SDS-PAGE y western blot. El andlisis de las bandas obtenidas en el western blot fue realizado
por densitometria con la herramienta ImagelJ. Todas las bandas fueron normalizadas por la banda

de B-tubulina (control de carga) en cada carril.
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4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Oxidacion directa de AsANXA2 con H0

Para poder tener una referencia de la reactividad de HsANXA2, decidimos oxidarla con un exceso
de H20;, 400 uM vy seguir la reaccién por SEC (Figura 4.1A), ya que se ha reportado que HsANXA2
forma homodimeros al oxidarse. A lo largo de las 2 h del experimento, observamos picos con
tiempos de retencidén de 5.4 y 4.8 min, correspondientes al peso molecular esperado para el
mondmero y dimero de HsANXA2, 39 y 78 kDa, respectivamente.
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Figura 4.1. Oxidacion de HsANXA2 seguida por SEC. A. Cromatogramas de la reaccién de 3 uM HsANXA2 con 400
UM H20: a distintos tiempos. Las flechas sefialan los picos correspondientes a mondmeros (M, flecha roja) y
dimeros (D, flecha negra). B. Grafico de las fracciones relativas de mondmeros (circulos rojos) y dimeros
(cuadrados grises), calculadas a partir de los cromatogramas con la Ec. 4.1. La linea negra representa el ajuste
exponencial de los datos (Ec. 4.2).

La reaccién demostrd ser bastante lenta; al ajustar los valores de Fu en funcidn del tiempo se
obtuvo una kobs de 0.36 min! y una vida media de 1.9 min. Estos resultados sugieren que la
oxidacién de HsANXA2 directamente con H,0O; seria un evento casi imposible en condiciones
fisioldgicas, si se tiene en cuenta la concentracion de H,0;, la lentitud de la reaccion y la

competencia con multiples potenciales reductores de H,0.

Teniendo en cuenta la estructura cristalografica 5LPU, C9 en el N-terminal de HSANXA2 es la Unica
de las 4 Cys que parece exponerse al solvente. Ademas, las medidas de tioles con DTDPy arrojan
como resultado un solo tiol por proteina. Por lo tanto, podemos sugerir que el dimero de
HsANXA2 se forma a través de enlace disulfuro entre C9 de las hélices N-terminal de dos
mondmeros. La formacidn de dimeros oxidados, abre la posibilidad de mecanismos alternativos
de anexar, y/o fusionar membranas, independientes de la formacién del heterotetramero con
S100A%25,
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4.2.2. Oxidacion de HsANXA2 con H;0; a través de HsPrx1y HsPrx2

Del resultado anterior obtuvimos la nocién de que la oxidacion de HSANXA2 con H;O: es
extremadamente lenta y que ocurriria a concentraciones de H,0; inalcanzables a nivel celular e
incompatibles con la viabilidad de células eucariotas. No obstante, si HSANXA2 es capaz de formar
complejos de sefializaciéon con Prx, entonces la oxidacién y sefializacién podrian ocurrir a
concentraciones fisioldgicas de H,0; (nM). Para evaluar la oxidacién desde H,0, a HSANXA2 a
través de Prx, realizamos ensayos de reactividad en distintas condiciones y con distintas
concentraciones de proteinas (previamente reducidas) en presencia de H,0,, mediante SDS-PAGE
no reductora (Figura 4.2). Realizamos los experimentos con HsPrx1 y HsPrx2, para poder distinguir
si la transduccion de la sefial de H,0; a HSANXA2 es especifica para una de las Prx. En el caso de
HsPrx2, notamos que las mezclas HsPrx2-HsANXA2-H,0; (carril 4, Figura 4.2A), HsPrx2-H,0,-
HsANXAZ2 (carril 5, Figura 4.2A) y HSANXA2- H,0,-HsPrx2 (carril 6, Figura 4.2A) generaron bandas
de un peso molecular aparente de 60 y 100 kDa, donde la primera corresponde con un disulfuro
mixto entre HSANXA2 y HsPrx2, mientras que el origen de la segunda es mas dificil de explicar.
Podria tratarse de un dimero de HsPrx2 oxidada donde uno de los dos disulfuros reacciono6 con
HsANXA2, o, de dos monémeros de HSANXA2 unidos por enlace disulfuro con un mondémero de
HsPrx2. Las bandas fueron sometidas a analisis de espectrometria de masa, donde se comprobd
la presencia de ambas proteinas. Sin embargo, no se pudieron identificar péptidos
correspondientes al enlace disulfuro mixto. El hecho de haber tenido el mismo patréon de bandas
en los carriles 4 al 6, descarta que en estas condiciones experimentales sea necesario un complejo
previo entre HsPrx2 y HsANXA2 para que esta se oxide. Incluso, sugiere que probablemente
CpSOH no sea la especie oxidada de Prx con la que HSANXA2 reaccione. En el caso de que CpSOH
fuera la especie que reacciona con C9, Unicamente hubiéramos observado disulfuros mixtos en
las situaciones de los carriles 4 y quizas el 6. En el carril 5, el orden del agregado de los reactivos
postula al disulfuro Cp-Cgr como sustrato de HSANXA2. Ademas, el agregado de 3 veces mas HsPrx2
en la mezcla HsPrx2-HsANXA2-H,0; hizo que se intensificara la banda de 60 kDa (carril 7, Figura
4.2A), lo que deja en evidencia que hay una dependencia de la reaccién con la concentracion de
HsPrx2(S)a.

Por otro lado, en el caso de HsPrx1 no detectamos bandas de 60 y 100 kDa (Figura 4.2B), por lo
gue sospechamos que no hay reaccion entre ambas proteinas en estas condiciones
experimentales.

Para corroborar la hipétesis de que el disulfuro de HsPrx2 (HsPrx2(S)z) es la especie con la que
reacciona HsANXA2, realizamos experimentos de cinética deteniendo la reaccidn a distintos
tiempos (Figura 4.2C). Decidimos realizar el experimento en ausencia y presencia de 10 mM de
CaCly, con el fin de recrear la situacion en la que HsANXA2 se encuentra lista para interaccionar
con los fosfolipidos de la membrana plasmatica, ya que se ha reportado que esta asociacién
induce cambios conformacionales en la proteina que quizas pudieran aumentar la reactividad o
la interaccién con HsPrx2.
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Figura 4.2. Analisis de la reaccién entre HSANXA2 y Prx por electroforesis. A. SDS-PAGE de HSANXA2 y HsPrx2: 1.
HsPrx2 reducida (3 uM). 2. HSANXA2 (3 uM). 3. HsPrx2 + HSANXA2 (ambas 3 uM). 4. HsPrx2 + HSANXA2 + H20: (7.4
UM). 5. HsPrx2 + H202 + HSANXA2. 6. HSANXA2 + H202 + HsPrx2. 7. HsPrx2 (9 uM) + HSANXA2 + H20a. 8. HsPrx2 + H20:.
9. HSANXA2 + H202 (2.4 mM). B. SDS-PAGE de HSANXA2 y HsPrx1: 1. HsPrx1 (12.1 uM) + HSANXA2 (11.5 pM). 2. HsPrx1
+ H202 (36 uM). 3. HsPrx1 + H202 + HSANXA2. 4. HsSANXA2 + H202. 5. HSANXA2 + H202 (2.4 mM). 6. HSANXA2 + HsPrx1
+ H202. C. Gel de reaccién entre 4 uM HsPrx2(S)2 y 10 uM HsSANXAZ2: 1. HsPrx2(S)2 vs EcTrx. 2-7. 0.5, 5, 10, 20, 40, 60
min. 8. HSANXA2 reducida (10 uM). 9. 60 min + 100 mM DTT. Los recuadros verdes y violetas indican las regiones de
las bandas de 100 y 60 kDa respectivamente. Analisis de densitometria de la banda de 60 kDa (D) y 100 kDa (E), en
ausencia/presencia de 10 mM CaCl.. Los trazos de colores representan el ajuste de los datos (Ec. 4.2). Los datos son
resultado de un experimento. ANXA2m y ANXA2p, mondémero y dimero de HSANXA2.

En esta oportunidad, volvimos a observar la aparicién de las bandas de 60 y 100 kDa, entonces,
cuantificamos su intensidad a lo largo de la reaccidn para poder determinar una constante de
velocidad aparente al graficar la intensidad en funcion del tiempo (Figura 4.2D, 4.2E). De los
cursos temporales obtuvimos valores de kops de 0.014 y 0.035 min™! para la banda de 60 kDa, v,
0.016 y 0.025 min? para la banda de 100 kDa (en ausencia y presencia de 10 mM CaCl
respectivamente). Se observé un pequefio aumento de la velocidad en presencia de calcio, sin
embargo, harian falta repeticiones para afianzar la observacion. Si estimamos constantes de
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segundo orden para la oxidacion de HSANXA2 con H;0, y HsPrx2(S); a partir de las kobs,
obtenemos constantes aproximadas de 15 y 60 Ms?! respectivamente, sugiriendo que la
oxidacion a través de HsPrx2(S). es mas rapida que la reaccién directa con H;0..

4.2.3. Estudio de la interaccion AsANXA2-Prx

Con el objetivo de obtener informacidn sobre la interaccidn entre HSANXA2 y estas Prx, decidimos
utilizar el método de fasores para evaluarla asociacion entre proteinas por fluorescencia
intrinseca. Realizamos mezclas equimolares de HSANXA2 y HsPrx1 o HsPrx2, en su estado
reducido a distintas concentraciones y las comparamos con los puntos de fasores
correspondientes a las proteinas solas (Figura 4.3). En estos experimentos, la formacion del
complejo se manifiesta cuando el punto de fasor correspondiente a la mezcla de las proteinas
gueda fuera de la linea recta que conecta los puntos de las proteinas aisladas.
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Figura 4.3. Estudio de la interaccion HSANXA2-Prx. Graficos de fasores para HsPrx1-HsANXA2 (A) y HsPrx2-
HsANXA?2 (B), de las proteinas aisladas y su mezcla equimolar (1:1), a distintas concentraciones. En cada
inserto la linea sdlida indica la trayectoria esperada para la mezcla de fluoréforos, la linea segmentada indica
la trayectoria esperada al generarse una nueva especie fluorescente. Los datos son el resultado de 5
repeticiones.

Para HsPrx1-HsANXA2, observamos que ambas proteinas no parecen interaccionar. Las mezclas
1:1 (Figura 4.3A) quedan alineadas con respecto a los puntos de las proteinas aisladas, por lo que
se trataria de una mezcla de fluordéforos y no de la formacion de un complejo con un nuevo valor
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de T. En el caso de HsPrx2-HsANXA2, observamos que la mezcla 1:1 a 2.1 uM se mantiene por
fuera de la trayectoria esperada para la combinacién de fluordforos (Figura 4.3B). Esto representa
la aparicidn de una nueva especie con un t distinto al de las proteinas por separado, por lo que
gueda en evidencia la interaccién entre ambas.

Para comenzar a caracterizar la interaccion a nivel estructural, decidimos hacer docking proteina-
proteina y asi generar modelos del complejo HsPrx2-HsANXA2. Partimos de la estructura de
HsPrx2 en su forma disulfuro (PDB: 51T) y HSANXA2 (PDB: 5LPU) con su hélice N-terminal
expuesta, de manera tal, que C9 se encuentre accesible para entrar en contacto con el disulfuro.
Para realizar el docking utilizamos Haddock2.4, definiendo como residuos activos en la interfase
a las Cys del disulfuro Cp-Cr y C9 y dejando el resto de la configuracion como se encuentra por
defecto. La mejor solucién de docking posiciond la hélice N-terminal de HSANXA2 sobre el parche
hidrofébico de HsPrx2 donde se encuentra su disulfuro (Figura 4.4). No obstante, Cys9 se
encuentra bastante lejos como para reaccionar con el disulfuro. De todas formas, notamos que
este complejo cumple con ciertas caracteristicas que se vieron en la interaccidon Prx-Trx, ya que
C9 esta expuesta y presenta residuos hidrofdbicos en su cercania (Leu, Iso y Val), que son
compatibles para posicionarse entorno al disulfuro.

Figura 4.4. Modelo del complejo HsPrx2-HsANXA2. En azul se representa HsPrx2 y en color marrdn claro
HsANXA2, los azufres de C9 y el disulfuro de HsPrx2 se muestran como esferas amarillas. En el acercamiento
de la parte superior derecha, se ve como la porcion alifatica de la hélice N-terminal de HSANXA2 (leucina,
isoleucina y valina) se posiciona sobre la regidn del disulfuro de HsPrx2. Los residuos se representaron como
varillas.
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4.2.4. Estudio de la oxidacion de HsCBS con H;0; en células HEK293

Como se discuti6 en la introduccidn, a partir del trabajo de Stocker!’® surge el antecedente de
que HsCBS es sensible a estimulos en bolo de H,0; a nivel celular, generando formas disulfuro
capaces de ser reducidas por Trx. En mi estadia de investigacion, en el mismo laboratorio donde
surgio6 el antecedente, uno de los objetivos fue profundizar el estudio de la oxidacién de HsCBS al
exponer células HEK293 MSR a H,0, de distintas formas. Trabajamos con células transfectadas
con plasmidos que presentan HsCBS con SBP en sus extremos N o C-terminal, para la proteina
salvaje (wild type, wt) y para mutantes de Cys expuestas al solvente (segun la visualizacion de la
estructura tridimensional), C15A, C272A y C275A. Se trabajo con las proteinas fusionadas a SBP,
porque el sistema de deteccidn por western blot funcioné mejor con al anticuerpo contra SBP que
con el de HsCBS. Ademas, inicialmente se pretendieron realizar experimentos de coprecipitacion
con estreptavidina inmovilizada, los cuales no tuvieron éxito.

En primera instancia, evaluamos la eficacia de la transfeccidn de las distintas construcciones. El
analisis de SDS-PAGE y western blot de los lisados de las células transfectadas, revelé que todas
las construcciones se expresan con niveles similares entre si (Anexo 5.1.12). Se identificé la banda
correspondiente al monémero de HsCBS fusionado con SBP (64.8 kDa) y otras bandas de menor
peso molecular (entre 50 y 25 kDa) que podrian representar formas escindidas por proteasas en
el interior celular. Para no tener que hacer el doble de experimentos, elegimos trabajar con las
construcciones que presentan SBP en el C-terminal debido a que HsCBS tiene una region
intrinsecamente desordenada en su extremo N-terminal, de funcién desconocida. Quisimos evitar
problemas de posibles restricciones conformacionales inducidas por la presencia de SBP que
pudieran alterar la funcién de ese dominio.

Procedimos a evaluar la oxidacién de HsCBS-SBP wt exponiendo las células a distintas
concentraciones de H,0; durante 40 s. En los resultados de western blot (Figura 4.5A), se puede
identificar que la mayor parte de HsCBC-SBP permanecid6 como mondémero, mientras que
aparecieron bandas de mayor peso molecular que representan el dimero (banda 130 kDa) y
tetrameros o disulfuros mixtos con otras proteinas (banda 250 kDa). El hecho de que estas bandas
desaparezcan cuando se trataron las muestras con DTT, sugiere que se forman a través de enlaces
disulfuro. También observamos que la intensidad de estas bandas aumentd conforme mayor fue
la concentracion de H;0; a la que se expusieron las células (Figura 4.5B). Ademas, realizamos
western blot para HsPrx2 y usamos el cociente entre las bandas correspondientes al disulfuro (44
kDa) y al monémero (22 kDa) como indicador de oxidacién (entrada de H,0:) dentro de las células.
Al comparar la oxidacién de HsCBS-SBP y HsPrx2, notamos que la banda de 130 kDa se
correlaciona bien con el grado de oxidacion de HsPrx2 ante la misma exposicién a H,O; (Figura
4.5C). A priori, uno esperaria que HsCBS fuera menos sensible, es decir, que la banda
correspondiente a la proteina oxidada apareciera a concentraciones de H,O> mas altas que en el
caso de HsPrx2. Teniendo en cuenta que los tioles de Prx son de los mas sensibles a H.0; en el
interior celular, el hecho de que la oxidacién de HsCBS ocurra en paralelo sugiere que quizas
algunas de sus Cys expuestas presentan una reactividad aumentada, o, que existe una oxidacion

rapida entre HsCBS por HsPrx2 y/o HsPrx1.
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Figura 4.5. Oxidacion de HsCBSwt-SBP en células HEK293. A. Western blot de la oxidacidn de células HEK293 a
distintas concentraciones de H.0. Abajo a la derecha de cada cuadrante se indica el anticuerpo primario utilizado
(IB: immunoblot). A la izquierda de los cuadrantes se indica el peso molecular (kDa). B. Analisis por densitometria
de las bandas de HsCBS-SBP luego del tratamiento con H20:2. La regidn de alto peso molecular de la membrana se
muestra en el cuadrante superior, donde se destacan las bandas de 130 kDa (azul) y de la region de 250 kDa (rojo).
Los graficos de columnas muestran los valores de intensidad de las bandas normalizados por B-tubulina, para las
distintas concentraciones de H20.. Los datos representan el promedio * desviacién estdndar de 3 experimentos
independientes. C. Grafico de intensidad de las bandas de 130 y 250 kDa y cociente entre las bandas del dimero y
el mondmero de HsPrx2, para el experimento que se muestra en A. Los trazos representan la tendencia de los
puntos (sin modelo de ajuste).

Para obtener informacion de cdmo evoluciona la oxidacion en el tiempo, realizamos
experimentos de cinética, exponiendo las células a H,O; y deteniendo la reaccion a distintos
tiempos (Figura 4.6). La informacién obtenida a tiempos mas cortos (0, 10, 20 y 30 s) destacan
nuevamente la sensibilidad de HsCBS ante la presencia de H,0 (Figura 4.6A). Al instante de
agregar H,O;, se obtuvo la intensidad maxima de la banda de 130 kDa, la cual desciende y se
estabiliza luego de los 60 s de exposicidn. En cambio, la banda de 250 kDa tuvo una cinética de
aumento bastante mas lenta, llegando a un maximo de intensidad a los 100 s, el cual se mantiene
constante durante 100 s para luego descender con un perfil similar a la banda del dimero de
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HsPrx2. Por ultimo, HsPrx2 se oxida instantdneamente, permaneciendo estable hasta los 200 s,

cuando comienza a recuperarse por el sistema Trx-TR-NADPH (Figura 4.6B).

A B

HO, - + + + + + + + + + +
NSRS IR
t(s) - Q\Q(I,Q%QBQNQ,{O@%O%Q
161 —@— 130 kDa
e . ' ——- 250 kDa
o e «— 1.4 —A\— HsPrx2 dim
150 — G S - e e — . <— ©
c
100 — = 1.2
75 — _g
< — 3"
50 — P Bl . e~ i . 0.8 4
. ————— — — — —— ©
37— B:sgp £ 6]
@ 0.4
0.2 4
37 — W ——— -l -

0 50 100 150 200 250 300
25 — t(s)

20 —_ | |0 |iPx2

5O —— | W— c— a— — G ——— e —

IB: BTub

Figura 4.6. Cinética de oxidacion de HsCBSwt-SBP en células HEK293. A. Western blot representativo de un
experimento de exposicién de células HEK293 a 60 uM H20: detenida a distintos tiempos. Abajo a la derecha de
cada cuadrante se indica el anticuerpo primario utilizado (IB: immunoblot). A la izquierda de los cuadrantes se
indica el peso molecular (kDa). Las flechas sefialan las regiones correspondientes a las bandas de 250 kDa (rojo),
130 kDa (azul) y el dimero de HsPrx2 (gris). B. Intensidad de las bandas sefialadas en A en funcidon del tiempo. Los
trazos representan la tendencia de los puntos (sin modelo de ajuste).

Un aspecto interesante de este resultado es el aparente desfasaje temporal entre la formacion
del supuesto dimero disulfuro de HsCBS-SBP (banda 130 kDa) y las formas de mayor peso
molecular (banda 250 kDa). Podemos plantear un escenario donde los dimeros sean precursores
de tetrameros (u otras formas oxidadas mediante enlaces disulfuros) y estos ultimos comiencen
a reducirse antes que los primeros. Esto ultimo se puede explicar por diferencias de especificidad
del sistema Trx, o, por formacion de complejos con otras proteinas que expongan/oculten el

disulfuro.
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4.2.5. Efecto de mutantes de Cys en la oxidacion de AsCBS por H,0;

Para obtener mas informacidon de cudles Cys son responsables de la formacién de las especies
oxidadas de HsCBS-SBP, realizamos los mismos experimentos que en la Figura 4.5, pero, con
mutantes de Cys a Ala de las Cys expuestas al solvente (C15A, C272A, C275A) y las comparamos
con los resultados obtenidos para HsCBSwt. En estos experimentos, seguimos el aumento en la
intensidad de las bandas de 130 y 250 kDa para las proteinas wt y mutantes de Cys, luego de
exponer las células a distintas concentraciones de H,O; (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Cinética de oxidacion de HsCBS-SBP wt y mutantes de Cys. A. Western blot contra SBP para la

oxidacién de células HEK293 MSR transfectadas con HsCBS-SBP wt (negro), C15A (rojo), C272A (verde) y

C275A (azul). Las flechas dentro de los blots sefialan las regiones correspondientes a las bandas de 250 kDa

(rojo) y 130 kDa (azul). Intensidad de las bandas de 130 kDa (B) y 250 kDa (C) en funcidn de la concentracion

de H20: a la cual se expusieron las células, para HsCBS-SBP wt y mutantes de Cys. Cada experimento fue

realizado una vez. Los trazos representan la tendencia de los puntos (sin modelo de ajuste).
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Al comparar las mutantes de Cys con la wt, se ve un sistematico descenso en la intensidad de la
banda de 130 kDa (Figura 4.7B) y un aumento en la intensidad de la banda de 250 kDa (Figura
4.7C) para todas las mutantes de Cys en comparacion con la wt. También se nota una acumulacién
de bandas por debajo y por arriba de la de 250 kDa, particularmente en la mutante C275A. C272
y C275, son los residuos de Cys que se encuentran proximos en una hélice y pueden formar un
enlace disulfuro entre si. La presencia de multiples bandas en la regidon de 250 kDa de C275A,
sugiere que, al no poder formar el disulfuro intramolecular, C272 puede estar formando
disulfuros mixtos con otras proteinas, con la misma HsCBS-SBP C275, o, con HsCBS enddgena. La
presencia de HsCBS enddgena, no nos permite discernir bien cuales de estas Cys son responsables
de la formacién de dimeros y tetrameros oxidados de HsCBS-SBP, debido a que puede llegar
compensar el efecto de la mutacion, o generar un patron de bandas mdas complejo. De todas
formas, los resultados muestran que las 3 Cys parecen estar involucradas en el proceso de
oxidacién de HsCBS-SBP con H;0..
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4.2.6. Dependencia de HsPrx1y HsPrx2 en la oxidacion de HsCBS por H;0;

Finalmente, para evaluar si las Prx de este trabajo tienen alguna participacion en el proceso de
oxidacion de HsCBS, decidimos realizar los experimentos en ausencia, o, con niveles bajos de Prx.
Para eso, trabajamos con células HEK293 MSR knock out (KO) para HsPrx2, que se encontraban
disponibles en el laboratorio. Estas células presentaron una morfologia y crecimiento muy similar
a las células wt. Las células fueron transfectadas con HsCBS-SBP wt y se sometieron al tratamiento
con distintas concentraciones de H,0, durante 40 s, al igual que en los experimentos anteriores
(Figura 4.8).
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Figura 4.8. Oxidacion de HsCBS-SBP wt en HEK293 HsPrx2 KO. A. Western blot de la oxidacion de células HEK293
HsPrx2 KO a distintas concentraciones de H202. Abajo a la derecha de cada cuadrante se indica el anticuerpo
primario utilizado (IB: immunoblot). A la izquierda de los cuadrantes se indica el peso molecular (kDa). El primer
cuadrante (de arriba hacia abajo), es el revelado de la membrana cortada en la regién de mayor peso molecular
(100-250 kDa) con 120 s de exposicidon. Los resultados corresponden a un solo experimento. B. Intensidad de la
banda de 130 kDa a distintas concentraciones de H202 para las células wt y HsPrx2 KO. Los resultados de las células
wt son los mismos que en la Figura 4.5B. C. Grafico de intensidad de la banda de 130 kDa y cociente entre las
bandas del dimero y el mondémero de HsPrx1 en funcién de la concentracion de H20». Los trazos representan la
tendencia de los puntos (sin modelo de ajuste).
Ante la falta de HsPrx2, el perfil de la oxidacion de HsCBS-SBP cambid considerablemente.
Primero, vimos que se forma menos dimero de HsCBS-SBP al comparar con las células wt (Figura
4.8B). Incluso, se necesitd exponer mas tiempo la membrana de western blot para poder obtener
sefial como para cuantificar. Ademas, no se observaron bandas de peso molecular superiores a la
de 130 kDa, lo que sugiere que la oxidacion mediada por HsPrx1 no permite la formacion de
especies oxidadas de mayor peso molecular (tetrameros, etc.). También podemos plantear la
hipdtesis de que quizas algunas de las bandas de la regién de 250 kDa observadas en las células

wt correspondian a disulfuros mixtos entre HsPrx2 y HsCBS-SBP. Por otro lado, el hecho de que el

163



grado de oxidacién de HsPrx1 no se corresponda bien con el de HsCBS-SBP (a diferencia de lo que
ocurria con HsPrx2), propone que la oxidacidon es menos eficiente que con HsPrx2 (Figura 4.8C).

Para evaluar si la oxidacion de HsCBS-SBP depende de Prx, realizamos un knock down de HsPrx1
en las células HsPrx2 KO mediante ARN de interferencia (siRNA) y volvimos a someter a las células
a distintas concentraciones de H,O; (Figura 4.9). Es importante mencionar que el tratamiento de
las células HsPrx2 KO con siRNA para HsPrx1, dificulté bastante la viabilidad celular y redujo su

confluencia a la hora de realizar el experimento.
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Figura 4.9. Cinética de oxidacion de HsCBS-SBP wt en HEK293 HsPrx2 KO knock down para HsPrx1. A. Western
blot de la oxidacion de células HEK293 HsPrx2 KO, luego de la atenuacién de la expresidén de HsPrx1. El carril con
el asterisco (*) es el del control de knock down. Abajo a la derecha de cada cuadrante se indica el anticuerpo
primario utilizado (IB: immunoblot). A la izquierda de los cuadrantes se indica el peso molecular (kDa). El primer
cuadrante (de arriba hacia abajo), es el revelado de la membrana cortada en la regién de mayor peso molecular
(100-250 kDa) con 120 s de exposicion. Los resultados corresponden a un solo experimento. B. Cuantificacion
relativa de HsPrx1 total entre el control de knock down y las células tratadas con siRNA para HsPrx1 en ausencia
de H0..

Por eso, el experimento se realizd 48 horas después de la transfeccion, para comenzar con las
células en mejor estado y mayor cantidad. Como resultado obtuvimos que, una atenuacion de los
niveles de expresion de HsPrx1 del 40 % (Figura 4.9B), alcanzd para que no se observara sefial de
HsCBS-SBP oxidada en ninguna de las concentraciones de H;0, a las que las células fueron
expuestas (Figura 4.9A). Esta observacion sugiere que HsCBS solo puede oxidarse con H,0; en
presencia de HsPrx2 y HsPrx1. Por otro lado, la dependencia de la oxidacidon con HsPrx2 parece
ser bastante mas importante que con HsPrx1, lo que sugiere una cierta especificidad por la

primera. En la Figura 4.8C, se ve que a pesar de encontrarse casi toda oxidada, HsPrx1 no es capaz
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de influir en la oxidacion de HsCBS-SBP como lo hace HsPrx2 (Figura 4.5C). En este caso, es
interesante manejar la posibilidad de que la diferencia esté en la velocidad de resolucién de cada
Prx. Quizas, la forma de Prx que transfiere los equivalentes de oxidacién desde el H,O, a HsCBS
es CpSOH. Por lo tanto, la vida media del CpSOH de HsPrx1 es demasiado corta como para poder
oxidar el tiol en HsCBS de forma eficiente. En cambio, una velocidad de resolucién casi 100 veces
mas lenta en HsPrx2, puede generar una ventana temporal suficiente como para garantizar la
oxidacion de HsCBS en los complejos con HsPrx2.
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4.4. Conclusiones

Inicialmente, HSANXA2 fue propuesta como proteina de soporte necesaria para mediar la
interaccién y/o formacion del complejo de sefializacidn redox entre HsPrx2 y HsSTAT3, que genera
formas oxidadas de la ultima, impidiendo su traslocacién al nucleo. Sin embargo, nuestros
resultados prueban que no solo existe interaccion entre HsPrx2 y HsANXA2, sino que también
reaccionan. En este caso, es el disulfuro de HsPrx2 la forma oxidada que transfiere los
equivalentes de oxidacidon del H;0, a HSANXAZ2. Si bien la reaccién es relativamente lenta en
nuestras condiciones experimentales, no podemos descartar que dentro de la célula existan otros
factores que aceleren la reaccidon a tiempos compatibles con eventos de senalizacion. Podria ser
gue la asociacién a la membrana desencadene cambios conformacionales en HSANXA2, que le
confieran una mayor reactividad o la posibilidad de formar un complejo reactivo particular. Mas
alla del eje HSANXA2-HsPrx2-HsSTAT3, la oxidacidn de HsANXA2 dependiente de HsPrx2 puede
llevar a la formacion de dimeros covalentes, que probablemente le permita realizar su funcién de
conectar membranas de una forma alternativa. De ser asi, este caso representaria un ejemplo
donde la senalizacidn a través de Prx modifica directamente una funcidn proteica y destaca el rol
del H,0; en la dindmica de las membranas celulares y/o transporte vesicular.

HsCBS es una de las tres enzimas responsables de la produccion enddgena de H;S en células de
mamiferos, es el primer paso de la via de transulfuracidén para la sintesis de Cys y su sustrato,
homocisteina, es un metabolito de la via de sintesis de Met en el ciclo de transmetilacién. Por lo
tanto, la posibilidad de que HsCBS pueda regularse por H,O; a través de Prx, es extremadamente
interesante para la tematica de sefializacion redox. No sdlo porque representa un vinculo entre
el metabolismo de H20; y H.S, sino porque también relaciona al H.O; con la sintesis de Cys y
posteriormente GSH, ambos componentes claves del sistema antioxidante dependiente de tioles.
Ademas, si los cambios en la actividad de HsCBS pueden repercutir en el ciclo de transmetilacién,
podemos plantear que esta enzima puede llegar a ser el vinculo entre niveles de oxidantes (H20;
en este caso) y perfil de metilacidn celular, mas especificamente, cambios epigenéticos.

De todas formas, tanto, el caso de HsANXA2, como el de HsCBS, demuestran el grado de
integracion de informacion que hay detras de los procesos fisiolégicos. En estos ejemplos, vimos
cémo la informacién de los niveles de H,0; se encuentra integrada a la funcién de proteinas que
no se relacionan directamente con el metabolismo de especies oxidantes. No obstante, sigue
siendo extremadamente complejo entender como y en qué medida se integra esta informacion.
Principalmente, porque es dificil hallar un modelo y una condicion que demuestren de forma clara
los mecanismos de regulacion dependientes de H,0,, ya que en muchos casos los efectos pueden
llegar a ser muy sutiles. Afortunadamente, el hecho de que la sefializacion ocurra a través de Pry,
nos brinda una herramienta para poder explorar estos sistemas.
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Conclusion general y perspectivas

Llegando al final de este trabajo, es interesante repasar cdmo fue la evolucidon de la investigacion
en Prx a 30 afios de ser definidas en la bioquimica. En los comienzos, se destacaron por estar
involucradas en una amplia gama de procesos biolégicos en organismos desde bacterias hasta
mamiferos. Practicamente en paralelo, se describié su habilidad de reducir hidroperéxidos de
forma independiente de cofactores y mediante residuos de Cys. Mas tarde, se destacd su
excepcional reactividad con H;0: y su ciclo catalitico relativamente lento en comparacion con
otras peroxidasas. En los ultimos 15 afos, empezaron a ser introducidas como las proteinas
encargadas del consumo de H;O; a nivel celular y como componentes fundamentales de la
regulacidon redox y paradigmas de senalizacion, a partir de multiples trabajos donde las hallaron
interaccionando con otras proteinas y catalizando su oxidacién. Por ultimo, en varias ocasiones
durante todos estos afos, e incluso antes de ser definidas como Prx, se observé la complejidad
de su estructura cuaternaria que siempre resulté dificil de asociar con el resto de sus funciones.
Por lo tanto, estos 30 afos de investigacion en Prx, no sélo aportaron conocimiento de nicho, sino
gue también sirvieron de base empirica para comenzar a racionalizar el rol del H;0, y su
metabolismo en la fisiologia de los organismos aerobios.

En este trabajo de tesis profundizamos y retomamos algunos aspectos del ciclo catalitico y la
oligomerizacién de HsPrx1 y HsPrx2, desde la éptica de su rol como transductores de la sefial del
H>0,. Del estudio cinético y estructural de la reduccion por Trx, observamos que la reduccion del
disulfuro es rdpida y eficiente gracias a interacciones proteicas que generan un contexto
fisicoqguimicamente adecuado para la reaccién, en el que residuos de Cys (Cn en este caso)
aumentan su reactividad. Esto sugiere que seria necesaria la formaciéon de un complejo previo
entre la Prx y la proteina blanco de sefializacién (con o sin proteina adaptadora) para que la
transferencia de equivalentes de oxidacion a través del disulfuro sea posible.

Del estudio de la interaccion entre HsPrx2 y Trx, es interesante tomar la observacion del cambio
en el entorno de Cy e introducirla en el contexto de interacciones entre Prx y proteinas blanco de
sefializacion. Residuos de Cys de estas proteinas, podrian aumentar su reactividad al interaccionar
con Prx y hacer que la reaccién con CpSOH o Cp-Cgr sea posible y al mismo tiempo especifica,
garantizando que el mensaje del H,0; llegue al destinatario correcto. Por otra parte, el hecho de
gue la interaccion Prx-Trx sea transitoria (de relativa baja afinidad) es conveniente tanto para las
funciones de sefalizacion como para las de consumo de H;0;. En el primer caso, permitiria
amplificar la sefial y, en el segundo, impediria que la Prx quede “atrapada” en interacciones con
otras proteinas.

En el estudio de la dinamica de oligomerizacidén y vinculo con la actividad peroxidasa, retomamos
el desafio de entender el detalle de la transicidon de dimeros a decdmeros en funcién del estado
redox del sitio activo. Aqui observamos que el equilibrio de oligomerizacién es otra propiedad
gue diferencian a unas Prx de otras, incluso entre isoformas tan similares como HsPrx1y HsPrx2.
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Ademas, los cambios conformacionales de Prx mediados por su oxidacion tienen efectos distintos
sobre el equilibrio. Trasladando esto a la sefalizacion, las diferencias en la dinamica de
oligomerizacién podrian habilitar distintos tipos de interacciones entre Prx y proteinas blanco que
podrian colapsar dependiendo de la cantidad de Prx oxidada, en una modalidad de sefializacion
independiente de reacciones redox entre Prx y el blanco. Por otro lado, notamos una clara
susceptibilidad del mecanismo catalitico de Prx a factores que alteran su estructura cuaternaria,
por lo tanto, podemos plantear el escenario en el que complejos entre Prx y otras proteinas
puedan tener un efecto modulador de su ciclo catalitico acorde a las necesidades de sefializacion.

Como es costumbre en el trabajo de investigacion, al finalizar tenemos mas preguntas para
responder que al comenzar. En cuanto al capitulo 2, algunos pendientes tienen que ver con
realizar experimentos para profundizar sobre el efecto del pH, fuerza idnica, temperatura y
agentes desnaturalizantes en el equilibrio de oligomerizacion y reactividad con H,0; para ambas
Prx. Principalmente con el objetivo de realizar una caracterizacion fisicoquimica detallada de la
interfaz de decamerizacién y esclarecer el vinculo oligomerizacién-equilibrio FF-LU-reactividad. Al
mismo tiempo, consideramos relevante realizar experimentos de dicroismo circular en estas
condiciones para ver el estado de la estructura terciaria y secundaria. También seria interesante
incluir el uso de mutantes de Prx exclusivamente diméricas para complementar estos resultados.
Por otro lado, surgen nuevas preguntas, por ejemplo: teniendo en cuenta que parte de la mitad
N-terminal de sitio activo se encuentra en la interfase entre dimeros dentro del decdmero ¢Es la
estructura del decamero lo que le da cooperatividad a Prx? En este sentido, habria que idear
experimentos para medir cooperatividad en Prx y evaluar la hipdtesis en condiciones que desafien
o estabilicen la estructura del decamero, al igual que se hizo con la urea y el NaCl. Otro aspecto a
investigar, es el efecto que tiene la dinamica de oligomerizacién en la reduccién de Prx, ya sea por
Trx u otros sistemas reductores (Grx/GSH, blancos de sefalizacidn, etc).

Teniendo en cuenta el capitulo 3, consideramos que seria interesante realizar estudios
computacionales mas avanzados para cada paso del ciclo de la Figura 3.5. Dentro de estos
estudios podriamos realizar métodos hibridos de mecanica cuantica y molecular (QM/MM) y
calculos de perfiles de energia libre, para obtener un mayor detalle de la energética de cada paso.
También resulta interesante seguir investigando sobre el rol de W31 de Trx en su actividad, que
ademas hace destacar otra cuestion, que es la importancia o efecto de la presencia de un residuo
de Trp espacialmente cercano a uno de Cys en la reactividad de tioles proteicos. Ademas, dado el
grado de conservacion en los residuos involucrados en la formacién de los complejos Prx-Trx, seria
interesante realizar estudios de coevolucién para poder obtener mayor informacién sobre el
desarrollo evolutivo de esta interaccion. Otras tareas que deja este capitulo son el estudio de la
reduccion de HsPrx1y HsPrx2 en su forma disulfuro con GSH, Grxy GSH/Grx, como para completar
la caracterizacidn cinética de la reduccién de estas Prx por los sistemas dependientes de GR.

Por ultimo, el capitulo 4 es el que deja mas cuestiones por explorar. En primer lugar, consideramos
pertinente evaluar el efecto de la oxidacion de HsANXA2 directamente por H;0; y a través de
HsPrx2, en su funcion de agregar membranas. Para comenzar, planteamos realizar experimentos
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de agregacion de liposomas siguiendo el aumento en la dispersidn de luz, en presencia/ausencia
de Ca?*, H,0, y HsPrx2/HsPrx1. Ademas, planeamos realizar experimentos de entrecruzamiento
quimico entre HSANXA2 y HsPrx1 y HsPrx2 seguido de una caracterizacion por espectrometria de
masa, para elucidar la interfase de interaccién entre proteinas. En cuanto al rol de Prx en la
oxidacion de HsCBS, planteamos confirmar la interaccion HsCBS-HsPrx realizando experimentos
de co-precipitacién acoplados a SDS-PAGE, western blot y espectrometria de masa. También
guedd pendiente caracterizar las formas oxidadas de HsCBS, hallar las Cys involucradas de forma
clara y evaluar las consecuencias de la oxidacion en la actividad CBS, haciendo énfasis en la
produccion de H5S.
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Anexo

5.1. Figuras

5.1.1. Calibracion de la columna Superdex 200 5/150 GL (Cytiva)
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En la parte A, se muestran los cromatogramas superpuestos de las corridas de cada uno de los estandares de peso
molecular y el azul dextrano (para definir el volumen “muerto” de la columna). Para el estandar de ferritina se
tomé en cuenta el segundo pico, ya que el primero tiene el mismo tiempo de retencidon que el dextrano, por lo
que podria representar agregados de ferritina de muy alto peso molecular. Si bien la sefial registrada fue de
absorbancia a 280 nm, los tiempos de retencidn correspondientes a los picos de cada estandar fueron corregidos
por la diferencia de distancia que hay entre el detector de absorbancia y fluorescencia para poder estimar pesos
moleculares en los cromatogramas registrados por fluorescencia. B. Coeficiente de retencién (Kav) en funcién del
logaritmo del peso molecular (PM) de los 5 estandares. Los volumenes fueron calculados a partir del flujo y el
tiempo de retencion de los picos y corregidos por la diferencia de distancia entre los detectores de absorbancia y
fluorescencia.
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5.1.2. Efecto de la dilucion de la sefial en experimentos de fasores
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En la figura se muestra el grafico de fasores (realizado en las mismas condiciones que los experimentos para las
proteinas) de diluciones consecutivas de NATA en un rango de absorbancias de 1.6 a 0.0015. Cada punto (circulos
de colores) representa una absorbancia (concentracidon) de NATA distinta. Las estrellas representan el fasor del
agua MiliQ que se uso para preparar la NATA. Este resultado muestra como la dilucién del fluoréforo define una
trayectoria en el grafico, que va de forma recta desde el punto de mayor concentraciéon hacia el punto que
representa la sefial de fondo (en este caso el agua MIliQ). A partir de este resultado sabemos que siempre
tendremos una trayectoria adicional en los experimentos en los que se intente estudiar la
oligomerizacion/interaccion de proteinas por dilucién.

5.1.3. Alineamiento de HsPrx1y HsPrx2

B1 B2 al B3 a2
N
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Alineamiento estructural de las secuencias aminoacidicas de HsPrx1 y HsPrx2. Los residuos conservados tienen
fondo gris, los que no estan conservados tienen fondo magenta y los que no estdn conservados, pero si
fisicoquimicamente relacionados, tienen fondo celeste. Los recuadros amarillos transparentes sefialan las regiones
de la interfase de decamerizacion (regiones | a 1V). La representacién de los elementos de estructura secundaria
es la misma que fue utilizada en la Figura 1.19.
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5.1.4. Dilucion de decameros covalentes
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En esta figura se comparan los cromatogramas del tltimo punto medido de la reaccidn entre HsPrx1(S)2 y H202 y
el de una dilucién 1/20 del mismo. La concentracion final de HsPrx1 en el cromatograma de dilucién es de 50 nM.
Teniendo en cuenta los resultados presentados en la Figura 2.8, esperamos tener mayoritariamente dimeros a esa
concentracién de HsPrx1(S).. Si bien se observa que la proporcién de dimeros aumenta y la de decameros
disminuye, el pico correspondiente a los tetrameros no cambia.

5.1.5. Reaccion de peroxidacion de HsPrx2 en presencia de urea 2M
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Gréfico de constante de velocidad de formacidén de CpSOH de HsPrx2 en ausencia o presencia de 2 M Urea. Los
resultados representan el promedio + desviacion estandar de 10 repeticiones.
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5.1.6. Espectros de excitacion de HsPrx1y HsPrx2 en distintos estados de
oxidacion
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Espectros de excitacion de HsPrx1 y HsPrx2 en las formas ditiol, C’SOH y Cp-Cr, reconstruidos de los cursos
temporales de oxidacion de 0.5 uM HsPrx(SH)2 con 1 pM H20.. El experimento fue repetido en intervalos de 1 nm.

5.1.7. Reduccion de HsPrx2(S). con 76Txny EATrx212
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En los paneles A y B, se muestran los cursos temporales de emisidn de fluorescencia para la reduccién de
HsPrx2(S)2 con ThTxn(SH)2 y el grafico del descenso exponencial (ks) de la sefial en funcién de la concentracion de
HsPrx2(S)2. El experimento fue realizado de forma idéntica a la reduccidn por las otras Trx. En este caso no se
observoé el ascenso en la sefial debido a que ks tuvo una velocidad similar a ks en todas las concentraciones de
HsPrx2 ensayadas. Al no estar espaciadas en el tiempo, el descenso y aumento simultaneo de la fluorescencia hace
que no se vea un cambio neto en la sefal. Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de 10
repeticiones En C, se muestra el resultado de un experimento de cinética de reduccidn de 1.8 uM HsPrx2(S)2 con
18 UM EhTrx212(SH)2. Las proteinas se incubaron en una mezcla de reaccidn, a partir de la cual se sacaron alicuotas
de 30 pl a distintos tiempos. Las alicuotas se mezclaron con NEM y amortiguador de la muestra de electroforesis
en una solucién con una concentracion final de NEM de 12.3 mM y volumen final de 40 pL. Carriles: 1. Mezcla de
reaccidon + 100 mM DTT. 2. HsPrx2(S)2. 3. 0 min. 4. 30 min. 5. 1 h. 6. 2h. 7. 3 h. 8. 4h. 9. 5h. 10. 6 h.
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5.1.8. Oxidacion de HsPrx2 en funcion del pH
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En la parte A se muestra la parte del descenso de la sefial de fluorescencia de los cursos temporales de oxidacion
de HsPrx2(SH)2 con H20: a distintos valores de pH. B. Grafico de la constante de velocidad del descenso de
fluorescencia (kobs1) en funcién del pH (cuadrados negros), ajustado con la Ec. 3.9 (pKa 6.05 + 0.02). Como
referencia se agregd al grafico los valores de ks en funcién del pH para la reduccidn con HsTrx1 de la Figura 3.10D.

5.1.9. Docking a ciegas

Complejos obtenidos a partir del docking a ciegas (sin introducir la informacidn de la seccién 3.1.3). El cédigo de
colores para HsPrx2 y las Trx es el mismo de la Figura 3.14. En A se muestran los tres complejos, con las estructuras
de las proteinas en formato “cartoon” y los atomos de azufre de Cp, Cr y Cn representados como esferas amarillas.
B. Alineamiento de los tres complejos centrado en HsPrx2.
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5.1.10. Distancias relevantes en las simulaciones de los complejos HsPrx2-
Trx
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Gréficos de frecuencia relativa de distintas distancias durante las simulaciones de 500 ns. A-C. Distancias entre el
proton del nitrégeno amida de Cr y el oxigeno carbonilico (linea verde) y el oxigeno carbonilico de Cr y el proton
del nitrégeno amida (linea negra), de M74 (HsTrx1), V75 (HsTrx2) y 175 (EcTrx). D. La linea verde indica la distancia
entre el nitrégeno { de K177 (HsPrx2) y el carbono y de D60 (HsTrx1), la linea negra indica la distancia entre el
nitrogeno { de K92 (HsPrx2) y el carbono y de D61 (HsTrx1). E. La linea verde indica la distancia entre el carbono y
de N93 (HsTrx1) y el nitrogeno m de H168 (HsPrx2), la linea negra indica la distancia entre el mismo carbono de
N93 y oxigeno del fenol de Y164 (HsPrx2). F. Distancia entre el carbono { de R41 (HsTrx2) y el carbono y de D167
(HsPrx2). G. Distancia entre el carbono y de D153 (HsPrx2) y el carbono { de R72 (EcTrx).
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5.1.11. Cambios conformacionales de W31 en HsTrx2y EcTrx
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Frecuencia relativa del diedro de W31 en las simulaciones de los complejos entre HsPrx2(S)2-HsTrx2 (A) y
HsPrx2(S)2-EcTrx (B), con Cn en su forma tiol (lineas grises) o tiolato (lineas rojas).

5.1.12. Expresion construcciones HsCBS
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Expresidn de las construcciones de HsCBS wt y mutantes de Cys con SBP en el N- o C-terminal normalizados por la
banda de B-tubulina.
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5.2. Otros documentos

5.2.1. Relevamiento de complejos entre Trx y sustratos en el PDB

La idea fue observar el posicionamiento y orientacion de Trx en estos complejos para ver si tiene

sustento experimental el posicionamiento elegido para el docking de los complejos Prx-Trx,

principalmente para apoyar el procedimiento de anclar la cadena principal de Cr a la del residuo

en la posicion 74-75. La interaccion es protén de N-amida con oxigeno de carbonilo.

Técnica ¢Cumple con estrategia Residuo que
PDB id Participantes del complejo . ¢ P . & interacciona con la
experimental de docking? ..
cadena principal de Cr
HsTrx1 disulfuro mixto con Una Thr que esta en
1CQH péptido de la subunidad P50 de RMN Si lugar de la Met en la
NFKB. secuencia original
Misma idea que la anterior pero Esta mirando hacia
1MDI . _q - P RMN afuera de la cadena
distinto péptido L
principal de Cr
No hay una Cys
interaccionando con la
1T7P | ADN polimerasa de T7 con EcTrx | Rayos X 2.2 A PARCIALMENTE posicion 74 o 75, pero
si hay interaccion con
la cadena principal de
una Thr
2IPA Arsenato r'eductasa' y Trx de RMN 5i lle 75
Bacillus subtilis
208V PAPS reductasa y EcTrx en E.coli Rayos X 3 A Si lle 75
3PIN Msrly Trx2 de levadura Rayos X 2.7 A Si Es una Met, al igual
que para HsTrx1
3QFB HsTrxR con hTrx1 Rayos X 2.6 A Si Met 74
4LL4 HsTrx1 con TXNIP Rayos X 2.7 A Si Met 74
Met 74, pero en lugar
4PUF HsTrx1 con SIrP de Salmonella Rayos X 3.3 A Si de haber una Cys hay
una Ser en la SIrP
En este caso la cadena
o . incipal d T
SHQP | HsERp44 (una PDI)con HsPrx4 | RayosX 2.6 A Si principatde una Tyr
interacciona con la Cr
de HsPrx4
La responsable seria
. . una Ala cuya cadena
Ferredoxina-Flavina TrxR y Trx o L
ND R X2.89A | I
66 de Clostridium acetobutylicum ayos pr|rI1C|pa. notiega a
encajar bien con el de
la Cys
MsrA con EcTrx en E.coli. o .
6YEV EcTrx sin Cys 35 Rayos X 2.94 A SI lle 75
4DSS Ahp1 (Familia Prx5) con Trx2 sin Rayos X 2.10 A si Met 73
Cys 35 en levadura
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5.2.2. Script seleccion residuos de interfase a partir de las simulaciones

#!/bin/bash

# Borrar archivos anteriores para que no se duplique informacion
#:rm IntRes_Prx.dat IntRes_Trx.dat rPrx.dat rTrx.dat

# Para Prx
# Crear lista de residuos con el criterio de que la fraccion total de contactos sea >= 2% (criterio)
awk '$3>=2 {print $1}' Contacts_respairs.dat | tail -n+2 | sort -u > IntRes_Prx.dat

# Calcular contactos totales de cada residuo en la lista, tomando contactos que aparecen en >=150 frames (criterio)
for i in $(cat IntRes_Prx.dat)
do
grep $i Contacts.dat | awk '$3>=150 {print $3}' | awk {s+=$1}END{print s}' >> rPrx.dat
done

# Combinar salidas para crear archivo que de la cantidad de contactos por residuo

paste IntRes_Prx.dat rPrx.dat | column -s $\t' -tn > iContacts_prx.dat

# Para Trx

awk '$3>=2 {print $2}' Contacts_respairs.dat | tail -n+2 | sort -u > IntRes_Trx.dat
#
for i in $(cat IntRes_Trx.dat)
do
grep $i Contacts.dat | awk '$3>=150 {print $3}' | awk {s+=$1}END{print s}' >> rTrx.dat
done
#
paste IntRes_Trx.dat rTrx.dat | column -s $\t' -tn > iContacts_trx.dat
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5.2.3. Lista de sistemas simulados

Tiempo
Nombre del sistema Estructura inicial Detalles simulado
(ns)
-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cyy Cr (5 A); ChSH 500
-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cyy Cr (5 A); ChS 500
-HsPrx2 Docking guiado Libre; CnSH 500
-HsPrx2 Docking guiado Libre; CnS 500
-HsPrx2 Estructura obtenida de Disulfuro Cy-Cr; CeSH 500
simulacién anterior
1TRV CnSH 500
1TRV CnS 500
HsTrx2-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cy y Cr (5 A); CnSH 500
HsTrx2-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cyy Cr (5 A); ChS 500
HsTrx2-HsPrx2 Docking guiado Libre; CnSH 500
HsTrx2-HsPrx2 Docking guiado Libre; CnS 500
HsTrx2 1uUvz CnSH 500
HsTrx2 1uvz CnS 500
EcTrx-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cy y Cr(5 A); CnSH 500
EcTrx-HsPrx2 Docking guiado Restriccion entre Cyy Cr (5 A); ChS 500
EcTrx 1X0B CnSH 500
EcTrx 1XOB CnS 500

197




198



NS

PEDECIBA
MEC-UDELAR

FQB-ENZ

UNIVERSIDAD

DE LA REPUBLICA
URUGUAY

Febrero 2025

\‘!’%
“my
FACULTAD DE

CIENCIAS

/4



