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RESUMEN:  

 

Las peroxirredoxinas (Prx) son una familia de enzimas antioxidantes presentes 

en la mayoría de los organismos vivos, que poseen actividad peroxidasa y 

participan en la detoxificación de peróxidos y en la señalización redox. 

Catalizan reacciones bi-sustráticas por un mecanismo de tipo ping-pong y 

tienen  una amplia variedad de sustratos oxidantes, catalizando la reducción de 

peróxido de hidrógeno, hidroperóxidos de ácidos grasos y peroxinitrito, con 

eficiencia catalítica variable dependiendo de la subfamilia de Prx. Poseen por lo 

menos un residuo de cisteína crítico para la catálisis conocido como cisteína 

peroxidática (CP), que reduce el hidroperóxido en cuestión y se oxida para 

formar ácido sulfénico (CP-SOH). Generalmente, son reducidas por tiorredoxina 

u otra proteína relacionada. Son susceptibles a modificaciones post-

traduccionales, tales como la hiperoxidación de su CP a ácido sulfínico (Cp-

SO2H) que produce la inactivación enzimática, mientras al menos para Prx2 

humana, la nitración de un residuo de tirosina particular conduce a incrementos 

en la actividad peroxidasa. 

En este trabajo caracterizamos la actividad peroxinitrito reductasa de la Prx3 

humana, enzima exclusivamente mitocondrial, realizando ensayos de cinética 

de ciclo catalítico único, utilizando un espectofotómetro/fluorímetro de flujo 

detenido. Demostramos que la enzima reduce rápidamente peroxinitrito, y 

utilizando ensayos de competencia, determinamos una constante de velocidad 

de reacción de 8.7 x 106 M-1s-1 a 25°C, pH 7.8.  

Mediante la utilización de anticuerpos específicos, demostramos que la 

exposición de la enzima a peroxinitrito en exceso conduce a la hiperoxidación 

de su tiol peroxidático, y a la nitración de residuos de tirosina.  

Por su parte, utilizando el cambio de fluorescencia intrínseca de la enzima 

dependiente de su estado redox, determinamos una constante de velocidad de 

formación del enlace disulfuro entre la CP oxidada y la resolutiva de 2 x 106 s-1 a 

14°C, pH 7.8. 

Nuestros datos cinéticos permiten predecir que la Prx3, conjuntamente con la 

Prx5 anteriormente estudiada en nuestro laboratorio, serían responsables de ~ 
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90% de la reducción de peroxinitrito intramitocondrial. Asimismo, la reacción de 

peroxinitrito con CO2, que origina radicales secundarios que participan de 

reacciones de nitración y oxidación, daría cuenta de una fracción no 

despreciable del consumo de peroxinitrito generado en la mitocondria (~ 3%).  

 

PALABRAS CLAVES: 

Estrés nitro-oxidativo; regulación redox; peroxinitrito; peroxirredoxina 3; ácido 

sulfénico; hiperoxidación; 3-nitrotirosina.  

 

ABREVIATURAS:  

AhpE: Alquil hidroperóxido reductasa E   

ATP: Trifosfato de adenosina 

BCP/PrxQ: Proteína comigratoria con bacterioferritina/ Peroxirredoxina Q. 

CBA: Boronato de Cumarina 

CP: Cisteína Peroxidática 

CR: Cisteína Resolutiva 

DTPA: Pentaacetato de dietilentriamina 

DTT: 4-ditiotreitol   

E. coli: Escherichia coli 

EDTA: Ácido etildiaminotetraacético  

ERO: Especie reactiva del oxígeno 

ERN: Especie reactiva del nitrógeno 

FF: Fully Folded (completamente plegada) 

k: Constante de velocidad  

kCAT: Constante catalítica  

GMPc: Guanosín monofosfato cíclico 

Gpx: Glutatión peroxidasa  
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Grx: Glutarredoxina 

GSH: Glutatión  

HRP: Peroxidasa de rábano  

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido  

LPS: Lipopolisacárido 

LB: Caldo de lisogenia 

LU: Locally unfolded (localmente desplegada)  

MnSOD: Manganeso superóxido dismutasa 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NEM: N-etilmaleimida. 

NOS: Óxido nítrico sintasa 

PBS: Buffer fosfato salino 

PM: Peso molecular 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

Prxs: Peroxirredoxinas 

Prx1/AhpC: Peroxirredoxina 1 / Alquil hidroperóxido reductasa C 

P13K: Fosfoinositol 3-quinasa 

PTP-1B: Proteína tirosina fosfatasa-1B 

SDS: Dodecilsulfato sódico 

SOD: Superóxido dismutasa 

Srx: Sulfirredoxina 

TEV: Tobacco Etch Virus (Virus del grabado del tabaco) 

TNFα: Factor de necrosis tumoral alfa 

Tpx: Tiorredoxina peroxidasa  

TR: Tiorredoxina reductasa 

Trx: Tiorredoxina  
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1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Estrés nitro-oxidativo: 
 

Los organismos aeróbicos obtienen energía a través de un proceso 

conocido como respiración celular, que implica una serie de reacciones 

bioquímicas a nivel mitocondrial, donde ciertos compuestos químicos son 

oxidados en un proceso que se acompaña de la reducción del oxígeno a 

agua, actuando este último como aceptor final de electrones. Sin embargo 

la respiración celular no es un proceso totalmente perfecto, y como 

subproducto del metabolismo oxidativo ocurre la formación  de especies 

reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ERO y ERN, respectivamente).  

Las ERO incluyen el radical hidroxilo (●OH), el radical superóxido (O2
●–), el 

peróxido de hidrogeno (H2O2), radicales peroxilo (ROO●), el radical 

hidroperóxido (HOO●) y peróxidos orgánicos (ROOH). Por su parte las 

ERN incluyen  el radical óxido nítrico (●NO), el radical dióxido de nitrógeno 

(●NO2), y el peroxinitrito1 que si bien no es una especie radicalar, es un 

potente agente oxidante-nitrante. Un incremento en los niveles de estos 

puede causar daño en los componentes de la célula hasta incluso llevar a 

su muerte, es por lo que las células cuentan con mecanismos propios de 

defensa antioxidante para la eliminación de estas especies. Los 

antioxidantes celulares se pueden clasificar en dos grupos: enzimáticos, 

que incluyen una amplia variedad de enzimas antioxidantes como la 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa, glutatión peroxidasas (Gpxs) y 

peroxirredoxinas (Prxs) entre muchas otras, y antioxidantes no-

enzimáticos que incluyen moléculas de bajo peso molecular como la 

vitamina E, ácido ascórbico, tocoferol, coenzima Q, ácido úrico, glutatión 

(GHS) y carotenoides que son capaces de retardar o inhibir la oxidación 

                                            
1
  El término peroxinitrito es utilizado para hacer referencia a la suma de peroxinitrito anión 

(ONOO
-
) y su ácido conjugado, ácido peroxinitroso (ONOOH). 
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de otras biomoléculas, reaccionando con las ERO-ERN y oxidándose 

ellos mismos (1).  

Si bien inicialmente se consideraba que las modificaciones causadas por 

estas especies oxidantes-nitrantes en proteínas y otras biomoléculas 

tendrían como consecuencia llevar al desequilibrio y daño celular, más 

recientemente se comenzó a reconocer la posible participación de éstas 

como mensajeros intracelulares en la regulación de la expresión de genes 

y como moduladores en la transducción de señales, proceso conocido 

como señalización redox (2-4). Por ejemplo, se ha demostrado que el 

peroxinitrito participa en la inhibición de cascadas de fosforilación 

promoviendo la oxidación de grupos tioles en enzimas fosfatasas y la 

activación por oxidación-nitración de enzimas tirosina quinasas (5). 

También se conoce que mecanismos de señalización celular mediada por 

peróxidos están implicados en diferentes procesos celulares incluyendo 

proliferación celular, apoptosis, senescencia, angiogénesis (6-8). 

El estrés nitro-oxidativo había sido definido en un principio como un 

desbalance entre las ERO-ERN y la capacidad de la célula de 

detoxificación de las mismas, a favor de los primeros, sin considerar la 

participación benéfica de estas especies como moduladores en la 

señalización redox. Por esta razón  recientemente Jones re-definió el 

concepto de estrés oxidativo como una interrupción  de  la señalización 

redox y su control (9). 

En este trabajo nos centraremos en el rol del peroxinitrito como agente  

oxidante-nitrante en proteínas. Tal modificación postraduccional puede 

llevar (o no) a una alteración en la funcionalidad de la proteína, que no 

necesariamente se ha visto asociada únicamente a la perdida de función, 

sino que hay casos en los que se las relaciona con activación de la 

proteína y más sorprendentemente con la adquisición de una nueva 

función (10). También se ha reportado que la reacción de peroxinitrito con 

algunas proteínas puede causar la agregación de las mismas (11, 12) así 
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como la degradación proteolítica, al aumentar la tendencia a su 

degradación en el proteosoma (13, 14).  

 

1.2 Peroxinitrito: 
 

El peroxinitrito es una especie reactiva del nitrógeno que se produce a 

nivel celular por la reacción rápida entre dos radicales libres, el ●NO y O2
●– 

como muestra  la reacción (1) (15): 

                             O2
●– + ●NO → ONOO−                                  (1) 

La constante de velocidad para esta reacción es muy alta, en el  rango de 

109-1010 M-1.s-1 (16-18). La cinética de esta reacción hace que la 

formación del peroxinitrito sea un proceso que compite con la reacción de 

dismutación que catalizan las SODs de diferentes compartimentos (19), 

particularmente en condiciones de incrementos de concentraciones 

intracelulares de ●NO tales como ocurren en procesos inflamatorios (20, 

21). 

El ●NO es una molécula señalizadora que funciona como mensajero  

intracelular participando en muchos procesos fisiológicos: actúa como 

neurotransmisor del sistema nervioso, participa en la relajación del 

músculo liso mediante la estimulación de la producción de GMPc por la 

enzima guanilato ciclasa, mecanismo por el cual regula el flujo sanguíneo 

corporal y también participa en la defensa contra infecciones por 

diferentes microorganismos (22).  

Se sintetiza a partir del aminoácido L-arginina y NADPH en reacciones 

catalizadas por óxido nítrico sintasas (NOS), existiendo 3 isoformas de 

esta flavoproteína en células de mamífero: neuronal (constitutiva, que 

puede expresarse en mitocondria), endotelial (constitutiva) e inducible 

(23).  
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EL ●NO es una molécula pequeña, gaseosa, sin carga que tiene la 

capacidad de difundir libremente a través de las membranas celulares, lo 

que lleva  a que la formación de peroxinitrito no requiera que el ●NO y el 

O2
●– se produzcan en la misma célula o compartimento (24). Por su parte 

la carga negativa del O2
●–, cuyo ácido conjugado tiene un pKa de 4.8, no 

le permite su libre difusión transmembrana favoreciendo que la reacción 

de formación del peroxinitrito se de en los compartimientos celulares 

donde ocurre formación de O2
●– (25). Las principales fuentes 

intracelulares de O2
●– son la fuga de electrones en la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial y la reducción monovalente de oxígeno 

por la xantino oxidasa, diferentes NADPH oxidasas u otras oxidasas (26-

28).  

El peroxinitrito a pH fisiológico predomina en su forma aniónica dado que 

su ácido conjugado, el ácido peroxinitroso tiene un pKa de 6.5-6.8 (17, 18, 

29). Este último puede difundir pasivamente a través de la bicapa lipídica 

mientras que la forma aniónica depende de canales aniónicos presentes 

en la membrana para su difusión (30). 

 

1.2.1 Peroxinitrito como agente oxidante: 
 

El peroxinitrito es capaz de mediar la oxidación de sus moléculas diana a 

través de dos mecanismos, directo e indirecto, respectivamente. 

La oxidación directa es un proceso selectivo (21), dado que el peroxinitrito 

puede reaccionar directamente con un número acotado de biomoléculas 

siendo sus dianas más  frecuentes compuestos con grupos tiol de bajo 

peso molecular (PM) tales como el glutatión o presentes en residuos de 

Cys de proteínas (31, 32); compuestos con centro hierro-azufre (33); 

centros metálicos tales como los presentes en hemoproteínas (34, 35), 

zinc tiolatos (36), y el dióxido de carbono (CO2) (37). 
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El peroxinitrito puede mediar reacciones de oxidación indirectamente ya 

que en su forma protonada (ONOOH) es un compuesto inestable, que 

homoliza espontáneamente produciendo hasta un 30% de rendimiento de 

radicales hidroxilo (●OH) y dióxido de nitrógeno (●NO2) (k = 0.9 s-1 a pH 

7.4 y 37ºC), que pueden actuar como agentes oxidantes y nitrantes 

secundarios (38).  

Teniendo en cuenta la rápida reactividad directa del peroxinitrito con los 

diferentes blancos anteriormente mencionados, la homólisis del ácido 

peroxinitroso se considera muy minoritaria en la mayoría de los 

compartimentos celulares. Por otra parte, la reacción del peroxinitrito con 

CO2 (k= 4.6 x 104 M-1.s-1 a  pH 7.4 y 37°C) se ve favorecida por la alta 

concentración intracelular de este último (1.3 mM), rindiendo 

nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO2
-). Este último homoliza para dar 

radical carbonato (CO3
●–) y ●NO2 (37, 39). Aproximadamente un 35% de 

éstos radicales secundarios pueden escapar de la caja de solvente sin 

reaccionar entre sí, para pasar a ser radicales libres que son oxidantes 

por un electrón de diferentes residuos en proteínas incluyendo cisteína (a 

radical tiílo) (40), tirosina (a radical tirosilo), y triptofano (a radical 

triptofanilo) (41). La recombinación de radicales tirosilo o triptofanilo con el 

●NO2 conduce a la nitración de dichos residuos. Por otra parte, la 

recombinación de dos radicales tirosilo genera 3,3’-ditirosina (42).  

 

1.2.1.1 Oxidación de compuestos con grupos tiol: 
 

Una de las reacciones de oxidación más probables llevada a cabo por el 

peroxinitrito es la oxidación directa por dos electrones de la forma 

deprotonada de tioles (tiolato, RS-)  a su correspondiente ácido sulfénico 

(RSOH) (32). Este último a su vez puede reaccionar con otro tiol para 

formar disulfuros (RSSR). En el caso de tioles proteicos, ese segundo tiol 

puede provenir de la misma u otra proteína (causando la formación de 
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disulfuros intra- o inter-moleculares, respectivamente) o puede ser un tiol 

de bajo peso molecular presente en la célula (causando la tiolación, más 

frecuentemente glutationilación de la proteína) (34). Alternativamente el 

ácido sulfénico puede dismutar para formar tiosulfinato (RS(O)SR´) o 

reaccionar con una amina/amida para formar sulfenamidas (RSNHR´). Un 

exceso de agente oxidante conduce a la hiperoxidación por dos 

electrones del ácido sulfénico para dar  ácido sulfínico (RSO2H) que 

puede incluso ser oxidado a ácido sulfónico (RSO3H) (32) (Figura 1), 

siendo estas dos últimas modificaciones irreversibles a nivel biológico, 

exceptuando el caso de las formas oxidadas a sulfínico del tiol 

peroxidático de peroxirredoxinas de dos cisteínas típicas que en algunos 

organismos pueden ser reducidas por enzimas específicas 

(sulfirredoxinas) (43). 

A su vez el peroxinitrito puede mediar indirectamente la oxidación de 

tiolatos por un electrón a través de sus radicales derivados (CO3
●–, ●OH y 

●NO2), para dar radicales tiilos (RS●) (40, 44), que pueden recombinar 

para formar disulfuros o pueden seguir otras vías de reacción, siendo la 

más relevantes la reacción con otros tioles para formar el potente agente 

reductor disulfuro anión radical (RSSR●–), que puede reducir al oxígeno 

para formar disulfuros (RSSR) y O2
●– (45), y la reacción con oxígeno para 

formar radical peroxilo (RSOO●), seguido de un reordenamiento para dar 

radical sulfinilo (RSO2
●) y posteriormente ácido sulfónico-sulfínico (46) 

(Figura 1).     

Por su parte los radicales tiílo también son capaces de recombinar con 

●NO para dar S-nitrosotioles (RSNO) (47) (Figura 1).  
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Figura 1: Oxidación de tioles mediada por peroxinitrito. a) Oxidación directa por 

dos electrones: el ácido peroxinitroso oxida el grupo tiolato para dar ácido 

sulfénico (RSOH), este último puede seguir diferentes vías de reacción, 

pudiendo dismutar para formar tiosulfinato (RS(O)SR´), reaccionar con una 

amina/amida para formar sulfenamidas (RSNHR´), hiperoxidarse por dos 

electrones para dar ácido sulfínico (RSO2H) e incluso ácido sulfónico (RSO3H) o 

reaccionar con otro tiol para formar disulfuro (RSSR). b) Oxidación indirecta por 

un electrón: radicales derivados del peroxinitrito oxidan grupos tiolatos para 

rendir radicales tiílos, que pueden recombinar para formar disulfuros (RSSR), 

reaccionar con óxido nítrico (●NO) para formar S-nitrosotioles (RSNO), 

reaccionar con otro tiol para dar disulfuro anión radical (RSSR●–), capaz de 

reducir el oxígeno para formar disulfuros (RSSR) y anión superóxido (O2
●–) o 

reaccionar con oxígeno rindiendo radical peroxilo (RSOO●), para finalmente 

formar ácido sulfínico (RSO2H). Tomado de referencia (48). 

 

Si bien algunas enzimas  pierden su actividad catalítica al ser oxidadas 

por peroxinitrito en sus residuos de cisteínas críticos, siendo ejemplo de 

ello la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de la vía glucolítica 

(49), y las enzimas de la cadena respiratoria (50), otras enzimas pueden 
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activarse al ser oxidadas por peroxinitrito en cisteínas, siendo ejemplo de 

ello la enzima metaloproteinasa de matriz, la cual está asociada a 

citotoxicidad mediada por peroxinitrito en patologías del corazón (51, 52).  

 

1.2.1.2 Oxidación de centros con metales de transición: 
 

El peroxinitrito es capaz de reaccionar rápidamente de forma directa con 

centros metálicos de transición que contienen preferencialmente hierro, 

cobre o manganeso, presentes en compuestos de bajo peso molecular y 

en proteínas como hemoglobina (53), mioglobina (54), citocromo c2+ (55), 

manganeso SOD (56) y hemoperoxidasas (57), con constantes de 

velocidad que están en el rango de 104-107M-1.s-1 (58). La reacción puede 

conducir a la isomerización del peroxinitrito a nitrato, o puede producir la 

oxidación por uno o por dos electrones del compuesto metálico; en estos 

últimos casos se acompaña de la reducción del peroxinitrito a NO2
●– o 

nitrito (NO2
–), respectivamente, y en algunos casos, de la formación de 

complejos oxo-metálicos oxidantes (58).  

 

1.2.2 Peroxinitrito como agente nitrante: nitración de 

residuos de tirosina y triptófano 
 

El peroxinitrito es capaz de inducir la nitración de residuos de tirosina y de 

triptófano en proteínas, para dar 3'-nitrotirosina y triptófano nitrado en 

diferentes posiciones, respectivamente (59). Si bien estos productos y 

particularmente la 3'-nitrotirosina también pueden ser producidos por otros 

mecanismos, incluyendo mecanismos enzimáticos dependientes de 

hemo-peroxidasas (60), suelen ser utilizados como marcadores biológicos 

de estrés nitrosativo, y se han ultilizado para evidenciar la formación de 

peroxinitrito en células y tejidos (61). 
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Como el peroxinitrito puede oxidar de forma directa el triptófano con una 

constante de velocidad lenta (k = 37 M-1.s-1 a pH 7.4 y 37°C) (59), en 

condiciones fisiológicas se espera que predomine la formación de radical 

triptofanilo por oxidación indirecta mediada por los radicales derivados del 

peroxinitrito (CO3
●–, ●OH y ●NO2). La posterior recombinación con ●NO2 

lleva a la nitración del triptófano (59).   

Por su parte el peroxinitrito no oxida directamente a la tirosina porque no 

es capaz de reaccionar con el grupo fenólico de este residuo. La nitración 

de tirosina dependiente de peroxinitrito es indirecta, siendo un proceso 

radicalar, que requiere de la oxidación por un electrón de la tirosina para 

formar radical tirosilo, cuya posterior recombinación con ●NO2 genera 3'-

nitrotirosina. El peroxinitrito, a través de la formación de sus radicales 

derivados CO3
●–, ●OH y ●NO2, puede entonces conducir a la formación de 

3'-nitrotirosina y ésta reacción compite con la reacción de formación de 

3,3-ditirosina por recombinación entre dos radicales tirosilo (62-64) (Figura 

2). 

La oxidación de tirosina mediada por ●OH puede conducir también a la 

formación de 3-hidroxitirosina (Figura 2), que ha sido detectada in vitro a 

pH ácido en proteínas, análogos de tirosina y en sistemas celulares 

expuestos a peroxinitrito (65, 66). 

Como el radical CO3
●– es más selectivo como agente oxidante de la 

tirosina que el radical ●OH y los rendimientos de radicales son también 

mayores en presencia de CO2, la nitración de tirosina puede 

incrementarse en presencia de este último (67). 

El peroxinitrito también puede producir nitración mediante la oxidación de 

metales a complejos oxo-metálicos que oxidan a la tirosina a radical 

tirosilo que reacciona posteriormente con ●NO2 proveniente de la reacción 

inicial o que se forma como producto de la oxidación del nitrito por el 

complejo oxo-metálico (Figura 2). 
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Como se mencionó anteriormente, existen mecanismos enzimáticos 

independientes de la formación de peroxinitrito para la nitración de 

residuos de tirosina. Hemoperoxidasas como la mieloperoxidasa, enzima 

expresada en neutrófilos y monocitos, y que puede encontrarse en 

plasma luego de la degranulación, es capaz de oxidar por un electrón a la 

tirosina y al nitrito, rindiendo radical tirosilo y ●NO2, respectivamente (68), 

que al recombinar forman 3'-nitrotirosina. Por otra parte, se han descripto 

mecanismos de formación de nitrotirosina proteica a través de la 

oxidación inicial de tirosina a radical tirosilo, recombinación con ●NO, 

seguida de subsecuentes oxidaciones del nitroso-derivado para dar 3-

nitrotirosina (69). 
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Figura 2: Oxidación indirecta de tirosina mediada por radicales derivados de la 

homólisis del ácido peroxinitroso, y diferentes vías de formación de 3-

nitrotirosina: el peroxinitrito oxida metales a complejos oxo-metálicos, capaces 

de oxidar la tirosina a radical tirosilo, que puede recombinar con ●NO2 

proveniente de la reacción inicial o que se forma como producto de la oxidación 

del nitrito por el complejo oxo-metálico, para dar 3-nitrotirosina. El radical 

hidroxilo (●OH) oxida a la tirosina conduciendo a la formación de un aducto 

intermediario que puede dar 3-hidroxitirosina, o deshidratarse para rendir radical 

tirosilo, que tras reaccionar con ●NO2 rinde 3-nitrotirosina. Dos radicales tirosilo 

pueden recombinar para producir 3,3'-ditirosina. Tomado de referencia (70). 

 

La nitración de tirosina es un proceso selectivo que se da sobre 

determinadas proteínas (~1/10.000 tirosinas se nitran en condiciones 

normales) y en residuos específicos (71). Si bien las bases moleculares 

de la especificidad en la nitración proteica son aún desconocidas, el 

fenómeno no estaría relacionado con la cantidad de residuos de tirosina 

contenidos en la proteína, sino que se vincula a factores como la 

exposición del grupo fenólico de la tirosina en la superficie de la proteína 

así como la ausencia de residuos de cisteína próximos a tirosina, entre 

otros. Por su parte en el caso de las metaloproteínas, por ejemplo la 

MnSOD, la especificidad es explicada por la proximidad de la tirosina al 

centro metálico oxidado (72).  

Estudios recientes sugieren que la nitración de tirosina es una 

modificación postraduccional reversible. Por ejemplo, una actividad 

desnitrasa específica es capaz de restaurar la funcionalidad de la enzima 

glutamina sintetasa previamente nitrada utilizando peroxinitrito (73). 

 

1.2.3 Peroxinitrito y patologías asociadas:   
 

Estudios fisiopatológicos han demostrado que incrementos en la 

producción de peroxinitrito están implicados con el desarrollo de varias 
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patologías como diabetes (74), trastornos neurodegenerativos como la 

enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de 

Huntington, esclerosis múltiple, esclerosis lateral amiotrófica (75-77), 

trastornos cardiovasculares como miocarditis, insuficiencia cardiaca 

crónica, disfunción miocardia y vascular (78, 79) y activación de procesos 

inflamatorios e inmunológicos como resultado de la activación de 

múltiples vías de señalización que conducen a la producción de citoquinas 

pro-inflamatorias (80, 81).  

La nitración de residuos de tirosina mediada por peroxinitrito puede verse 

acompañada o no, de una alteración estructural y funcional de la proteína 

en cuestión (82). En varias patologías humanas se ha revelado la 

presencia de proteínas con tirosinas nitradas, por ejemplo la enzima Mn-

SOD mitocondrial  al ser nitrada específicamente en un residuo de tirosina 

(Tyr-34) se vuelve completamente inactiva, conduciendo a la acumulación 

de O2
●– acompañado de un incremento en la formación de peroxinitrito 

mitocondrial (83). Se ha detectado Mn-SOD mitocondrial nitrada en el 

líquido cefalorraquídeo de pacientes que padecen enfermedades 

neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (84) y en pacientes que presentan  rechazo de trasplante 

renal (85).  

Si bien en la mayoría de los casos se ha atribuido a la nitración como un 

factor causante de perdida de función en  proteínas,  también existen 

casos donde se da ganancia de función, como en el caso del citocromo 

c3+ cuya nitración produce un aumento de actividad peroxidasa (86). En 

peroxirredoxina 2 (Prx2) la nitración de un residuo de tirosina específico 

también conduce a un aumento de su actividad peroxidasa acompañada 

de un incremento de resistencia a la hiperoxidación. Se ha detectado Prx2 

nitrada en pacientes que padecen de enfermedad de Alzhéimer (87).  
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1.3 Peroxirredoxinas:  
 

Las Prxs son una familia de enzimas antioxidantes, con actividad 

peroxidasa dependiente de tioles, presentes bajo diferentes isoformas en 

la inmensa mayoría de los organismos (88). Participan en la señalización 

redox mediada por peróxidos y desempeñan un rol crucial para las 

células, protegiéndolas ante el estrés nitro-oxidativo mediante la 

detoxificación de peróxidos. Tienen una amplia variedad de sustratos 

oxidantes catalizando la reducción de H2O2 a agua, hidroperóxidos de 

ácidos grasos (ROOH) a sus correspondientes alcoholes orgánicos (ROH) 

y peroxinitrito a nitrito (NO2
-) (reacción (2)), con eficiencia catalítica 

variable dependiendo de la subfamilia (89).  

 

         ROOH                                     ROH 

                 Prx-S-   +   H2O2                                  Prx-SO-   +  H2O                     (2)                    

(2)                              ONOOH                                      NO2
-  

   

                              

 

Las Prxs son enzimas muy abundantes en la célula (~1% de las proteínas 

celulares solubles) (90), que muestran constantes de velocidad de 

reducción de peróxidos muy rápidas, en el rango de 104-108 M-1.s-1, lo que 

las vuelve importantes reguladoras de los niveles de peróxidos 

intracelulares (91).   

Todas las Prxs tienen por lo menos un residuo de cisteína crítico para la 

catálisis, la cisteína peroxidática ubicado en un motivo conservado 

universalmente en el sitio activo de la enzima en una secuencia  

(Pxxx(T/S)xxC) (88).  

A las peroxirredoxinas que solo requieren la CP para la catálisis se las 

conoce como peroxirredoxinas de una cisteína “1-Cys” y a las 
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peroxirredoxinas que requieren además otro residuo de cisteína, llamado 

cisteína resolutiva (CR), se les conoce como peroxirredoxinas de dos 

cisteínas “2-Cys” (91). Estas últimas se diferencian en dos grupos, “2-Cys 

típicas” donde la CP y la CR se encuentran en diferentes subunidades y “2-

Cys atípicas” donde la CP y la CR forman parte de la misma subunidad 

proteica (90). 

La CP de las Prxs tiene un pKa bajo ≤ 6.3, debido en parte a la presencia 

en el sitio activo de residuos de arginina conservados, cargados 

positivamente. De esta forma la CP predomina en estado tiolato, actuando 

como un fuerte nucleófilo para atacar el peróxido (92, 93). A su vez el 

tiolato se encuentra formando enlaces de hidrógeno con una treonina 

conservada del sitio activo y de esta forma la tríada catalítica logra 

alcanzar estabilidad (94). El sitio activo de las Prxs también conserva un 

residuo de prolina que parece estar implicado en limitar el acceso de 

solvente a su interior y de este modo proteger a los productos intermedios 

formados durante la reducción del peróxido, de reacciones con otros tioles 

(95).  

El bajo pKa de la CP no alcanza para explicar la gran diferencia  de 

reactividad frente a peróxidos de CP de Prxs (hasta siete órdenes de 

magnitud comparado con la cisteína libre). Es por ello que se considera 

que la arquitectura que dispone el sitio activo de la enzima y los 

aminoácidos implicados juegan un rol fundamental en la alta reactividad 

frente a peróxidos. Estudios exhaustivos estructurales indicaron que al 

menos parte de la alta reactividad con H2O2 se explica por la 

estabilización del estado de transición mediante la formación de una 

compleja red de puentes de hidrógeno donde participan los residuos de la 

triada catalítica (96). Esto ha sido confirmado por estudios 

computacionales y determinaciones de parámetros de activación 

experimentales que muestran que la enzima reduce notoriamente la 
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energía libre de activación de la reacción de peróxido de hidrógeno con la 

CP respecto a la Cys libre (97).  

Las peroxirredoxinas se clasifican en seis subfamilias diferentes en base 

a homología de secuencia, ellas son: Prx1/AhpC, Prx6, Prx5, Tpx, 

BCP/PrxQ y AhpE (http://www.csb.wfu.edu/prex/), 

(http://peroxibase.toulouse.inra.fr/ ). La Prx objeto de este trabajo, Prx3 

mitocondrial, es miembro de la primera subfamilia.  

 

1.3.1 Ciclo catalítico:  
 

Las Prxs catalizan reacciones bisustráticas por un mecanismo de tipo 

ping-pong. La enzima reducida se encuentra mayoritariamente en una 

conformación conocida como “fully folded” (FF), el sustrato posicionado 

en el sitio activo es atacado por la CP para formar ácido sulfénico (CP-

SOH) y como producto agua, alcohol o nitrito (dependiendo del peróxido 

en cuestión) (98). Una vez oxidada la enzima un desplegamiento de la 

estructura alrededor de la CP favorece la adquisición de una conformación 

parcialmente desplegada o “locally unfolded” (LU), que en el caso de las 

Prxs de 2-Cys aproxima el CP-SOH a la CR conduciendo a la formación de 

un  enlace disulfuro y agua como producto secundario (Figura 3). 

Dependiendo si es una Prx 2-Cys típica o atípica se formará un disulfuro 

intersubunitario o intrasubunitario, respectivamente (91). En las Prx del 

tipo 1-Cys el tiol resolutivo proviene de otra proteína o de tioles de bajo 

peso molecular como el glutatión (91).  

Si bien los diferentes tipos de Prxs han conservado la estructura del sitio 

activo y todas comparten el mismo mecanismo catalítico, se diferencian 

en la forma de reciclaje: las peroxirredoxinas del tipo “1-Cys” son 

reducidas directamente por reductores endógenos presentes en la célula, 

como glutatión y ascorbato (99), mientras que en las peroxirredoxinas del 

tipo “2-Cys” el enlace disulfuro formado entre la CP y la CR es reducido 

http://www.csb.wfu.edu/prex/
http://peroxibase.toulouse.inra.fr/
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principalmente por tiorredoxina (Trx) o por otras oxido-reductasas de la 

superfamilia Trx (100). Como resultado la Prx vuelve mayoritariamente a 

su conformación (FF) (Figura 3).  

La forma oxidada de  la Trx es reciclada nuevamente a su forma reducida 

por la enzima Trx reductasa (TR), flavoproteína que en mamíferos 

contiene un residuo de selenocisteína implicado en la reducción del 

enlace disulfuro en el sitio activo de la Trx a expensas de NADPH (101).  

 

 

 

Figura 3: Mecanismo catalítico de Prxs: La cisteína peroxidática (CP) de la Prx 

reduce el peróxido formando ácido sulfénico (CPSOH) (Peroxidación), el cual 

posteriormente reacciona con un tiol resolutivo (R'CRH) proveniente de la misma 

o de otra subunidad proteica, para formar un enlace disulfuro (Resolución). La 

Prx completa su ciclo catalítico volviendo a su conformación inicial al ser 

reducida por  Trx o alguna oxido-reductasa similar (representada como R´´) 

(Reciclaje). En un principio la enzima reducida se encuentra mayoritariamente 

en una conformación totalmente plegada (FF) pero una vez oxidada se favorece 

la adquisición de una conformación localmente desplegada (LU). En exceso de 
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peróxido, una segunda molécula del mismo puede oxidar el CPSOH para formar 

ácido sulfínico (CPSO2H) inactivando la Prx. La enzima Srx cataliza la reducción 

de la forma inactiva CPSO2H a CPSOH mediante una reacción dependiente de 

ATP. Tomado de referencia (102).                 

                                 

1.3.2 Hiperoxidación:  
 

Las Prxs 2-Cys típicas eucariotas, a diferencia de lo que ocurre en 

procariotas, son más susceptibles a hiperoxidarse en presencia de exceso 

de peróxido, esto se debe a que las primeras tienen un extremo C-

terminal más extenso, con una α-hélice adicional (α7) que contiene un 

motivo 'YF' que interactúa con un motivo  conservado (GGLG) presente 

en un bucle vecino de la CP, que retrasa la formación del enlace disulfuro 

y brinda la oportunidad de que el CP-SOH, intermediario del ciclo 

catalítico, reaccione antes con otra molécula de peróxido, oxidándolo para 

dar CP-SO2H, forma catalíticamente inactiva de la enzima (103). Las 

sulfirredoxinas (Srx), enzimas citosólicas de 13 KDa, expresadas en la 

mayoría de los organismos eucariotas y en algunas cianobacterias (104), 

son capaces de reducir la forma sobreoxidada e inactiva de las Prxs 2-

Cys a CP-SOH mediante una reacción dependiente de ATP que ocurre 

muy lentamente (kCAT= 0.18 min-1) (43, 105, 106) (Figura 3). 

Una estructura cristalina del complejo Prx-Srx muestra que el extremo C-

terminal de la Prx se despliega y se envuelve alrededor de la parte trasera 

de la Srx lejos de su sitio activo, y la CP -Prx se dispone en el bolsillo del 

sitio activo de la Srx (Gly-Cys-His-Arg), cerca del ATP unido (107-109).  

Incluso cuando los niveles de peróxido son muy altos, el acido sulfínico 

(CP-SO2H) se puede oxidar de forma irreversible a ácido sulfónico (CP-

SO3H). 

Ciertos estudios indican la capacidad de algunas Prxs de manifestar 

actividad de chaperona celular una vez que se hiperoxidan en presencia 
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de nivel altos de peróxidos. De esta forma, durante la hiperoxidación por 

un lado se estaría reprimiendo la actividad peroxidasa y a la misma vez se 

estaría adquiriendo la actividad de chaperona de la enzima (110). Por otro 

lado, otros estudios indican que no es necesaria esta hiperoxidación para 

la funcionalidad chaperona, al menos en algunas Prxs (111).  

 

1.3.3 Peroxirredoxinas en eucariotas:  
 

Existen seis isoformas diferentes de Prxs en eucariotas, las cuales se 

ubican en diferentes compartimentos celulares, Prx1, Prx2 y Prx6 

predominan en el citosol, Prx3 es exclusivamente mitocondrial, Prx4 se 

expresa en el retículo endoplasmático y también es secretada, Prx5 

predomina tanto en citosol, mitocondria y peroxisomas (89). En muchas 

células, la mitocondria es el sitio donde se da la mayor producción de 

especies reactivas del oxígeno-nitrógeno. Este organelo cuenta con 

importantes sistemas antioxidantes enzimáticos, que incluyen la MnSOD, 

las peroxidasas dependientes de tioles Prx3 y Prx5, así como glutatión 

peroxidasas Gpx1 y Gpx4 dependientes de selenol que se expresan tanto 

en el citosol como en la mitocondria (112, 113). Adicionalmente, la  

catalasa se expresa en mitocondrias de cardiomiocitos (114). 

 

1.4 Peroxirredoxina 3 humana: 
 

La Prx3 humana es codificada por un gen localizado en el cromosoma 10 

que da como producto una proteína que contiene 256 aminoácidos con un 

extremo N-terminal de 61 aminoácidos, el cual se escinde para dar lugar a 

una proteína madura de 21539.5 Da. La CP es el residuo aminoacídico 47 

de la proteína madura, y se encuentra localizado en una región altamente 

conservada, mientras que la CR es el residuo 168 localizado en el extremo 

C-terminal de la proteína (115). 
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1.4.1 Catálisis: 
 

La Prx3 es una peroxirredoxina del tipo “2-cys” típica, que adopta una 

estructura dodecamérica donde la unidad funcional es un homodímero 

orientado “cabeza-cola”, y utiliza para su ciclo catalítico un residuo de 

cisteína peroxidática (CP) y un residuo de cisteína resolutiva (CR) que se 

encuentran en subunidades opuestas dentro del homodímero (115). 

La Prx3 oxidada puede ser reducida a su forma nativa por Trx2 

mitocondrial o por glutarredoxina 2 mitocondrial (Grx2) por un mecanismo 

ditiólico. Ambas reductasas muestran constantes catalíticas de reducción 

de Prx3 similares. A diferencia de Trx2, Grx2 puede catalizar también la 

formación o reducción de disulfuros mixto con GSH mediante un 

mecanismo monotiólico (116). 

El disulfuro formado en el sitio activo de la Trx2 oxidada es reducido por la 

TR2 mitocondrial mediante una reacción dependiente de NADPH. Por su 

parte las Grxs se reducen por GSH, cuya forma oxidada se regenera por 

la GSH reductasa (GR) (116).  

Se conoce que la Prx3 tiene un potencial de reducción de -290 mV (117) y 

que para reducirse a su forma nativa requiere de un reductor fuerte como 

lo es la Trx2 mitocondrial, que tiene un potencial de reducción de -292 mV 

(118). Como Trx2 se encuentra en concentraciones más bajas que las 

Prxs, en presencia de niveles altos de peróxidos podría llegar a ser un 

factor limitante para la renovación de la actividad peroxidasa de Prx3. 

 

1.4.2 Hiperoxidación: 
 

Prx3 junto a Prx1, Prx2 y Prx4 componen el grupo de Prxs 2-Cys típicas 

eucariotas susceptibles a inactivación por hiperoxidación en presencia de 
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exceso de peróxido. Experimentalmente, Prx3 muestra mayor resistencia 

a hiperoxidarse por H2O2 que Prx1 y Prx2 citosólicas, como consecuencia 

de la rápida formación del enlace disulfuro intermolecular entre la CP 

oxidada y la CR, atribuido a la presencia de residuos únicos adyacentes a 

la CR-229 de Prx3 (Asn-232, Thr-234, Asp-236 y Pro-238). Dado que la 

mitocondria proporciona un ambiente altamente oxidante, evolutivamente 

la rápida formación del enlace disulfuro protegería a la Prx3 de la 

inactivación por hiperoxidación (119, 120).  

Como se mencionó antes, la forma hiperoxidada e inactiva de las Prxs 2-

Cys típicas, incluida la Prx3, es reducida por la enzima sulfirredoxina 

citosólica (Srx) mediante una reacción lenta dependiente de ATP. La Srx 

se transporta desde el citosol a la mitocondria mediante un mecanismo 

que implica la formación de un complejo disulfuro con la proteína 90 de 

choque térmico, lo cual es promovido por la liberación de peróxido desde 

la mitocondria. Si bien in vitro Prx3 es más resistente a la hiperoxidación 

que Prx1 y Prx2 citosólicas, estudios recientes in vivo indican que Prx3 es 

la única Prx hiperoxidada detectada en diferentes tejidos de ratón en 

condiciones normales (121). También se conoce que Prx3 hiperoxidada 

tiene una velocidad de reducción más lenta que Prx1 y Prx2 (122).  

 

1.4.3 Estructura:  
 

La Prx3 se caracteriza por formar estructuras cuaternarias complejas 

como la estructura toroidal dodecamérica que se muestra en la Figura 4 A 

(123, 124). A diferencia de Prx3 que forma toroides de 12 unidades 

monoméricas,  otras Prxs 2-Cys típicas como Prx1 y Prx2 tienden a 

formar toroides de 10 monómeros (decaméricos) (125, 126). 

Estudios in vitro mostraron que toroides de Prx3 pueden apilarse para 

formar filamentos o entrelazarse entre sí para formar estructuras más 

complejas (125). 
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Como en otras Prxs, Prx3 en estado monomérico tiene una estructura 

globular compacta que dispone de una hoja β con siete giros de hebra 

rodeado por cuatro α-hélice. En la primer vuelta del extremo N-terminal de 

la α2 hélice se sitúa el residuo de cisteína peroxidática (Figura 4 B) (125).  

La formación de oligómeros de Prx3 y otras Prxs 2-Cys, depende de 

varios factores intracelulares como pH, concentración salina, fosforilación, 

y principalmente de la concentración de la enzima y de su estado redox. A 

concentraciones bajas predomina la forma dimérica de la enzima mientras 

que  a mayores concentraciones se favorece la formación de toroides de 

Prxs (127). Por su parte la formación de dímeros de Prxs se favorece 

cuando la enzima se encuentra en estado oxidado (reversible), mientras 

que la formación de toroides se ve favorecida cuando se encuentra en 

estado reducido (124, 128). 

 

 

 

Figura 4: Estructuras cristalinas de Prx3 mitocondrial  A) Estructura toroidal 

dodecamérica compuesta por seis unidades diméricas de Prx3 bovina. B) 

Dímero de Prx3 bovina. Tomado de referencia (125). 
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1.4.4 Funciones de Prx3: 

1.4.4.1 Defensa antioxidante: 
 

La Prx3, conjuntamente con la Prx5 juega un papel muy importante en la 

defensa antioxidante de la mitocondria ya que catalizan la reducción de 

diferentes peróxidos formados en condiciones de estrés nitro/oxidativo, 

incluyendo peróxido de hidrogeno, hidroperóxidos orgánicos  y 

probablemente peroxinitrito (éste último al menos para la Prx5). 

Con objetivo de investigar  las funciones que tiene Prx3 en las células, se 

han realizado diferentes experimentos in vivo donde se altera la expresión 

de la enzima y se evalúan los efectos consecuentes. Células con 

sobreexpresión de Prx3 mostraron disminución en los niveles de ERO-

ERN  y en la peroxidación lipídica así como resistencia a la apoptosis 

inducida por peróxido de hidrógeno, hipoxia, factor-α de necrosis tumoral 

(TNFα) y drogas productoras de ERO (129, 130). 

Estudios en ratones ´Knockout´ para Prx3 e inoculados con 

lipopolisacáridos (LPS) para inducir inflamación, sugieren que Prx3 es 

necesaria para la protección de los macrófagos frente al estrés oxidativo 

(131). 

La sobreexpresión de Prx3 en células nerviosas de hipocampo en 

modelos animales, mostró efectos neuroprotectores frente a la 

citotoxicidad mediada por glutamato (que probablemente implica la 

producción de peroxinitrito) inhibiendo la nitración de proteínas (132). De 

estos resultados se infirió que la Prx3 es capaz de reducir peroxinitrito, 

pero hasta el momento no hay estudios directos de dicha reactividad. 

Ratones transgénicos con sobreexpresión de Prx3 mitocondrial mostraron 

una buena regulación de la homeostasis de la glucosa una vez 

suministrada en la dieta (133). Estos ratones también exhibieron una 

modulación en la actividad de la vía de señalización de fosfoinositol 3-



23 
 

quinasa (P13K), sugiriendo que Prx3 participa en mecanismos de 

señalización celular (133). También se observó que las células que 

sobreexpresaron Prx3 reducían notoriamente los niveles de peróxido 

conduciendo a un incremento en la resistencia a la muerte celular 

programada inducida por apoptosis y stress (133). 

Estudios en diferentes fenotipos de cáncer humano han revelado la 

sobreexpresión de diferentes Prxs (134, 135). Estas peroxidasas 

proporcionan al tejido canceroso defensas antioxidantes contra el estrés 

nitro-oxidativo favoreciendo el desarrollo y proliferación del tumor. Por su 

parte la ausencia de Prxs conduce al desarrollo de carcinomas, linfomas y 

sarcomas lo que sugiere que Prxs también actúan como supresores de 

tumores (136, 137). 

 

1.4.4.2 Señalización redox mediada por Prx3: 
 

Algunas características particulares de las Prxs tales como la existencia 

de diferentes mecanismos de regulación de su actividad peroxidasa 

hicieron sospechar que estas enzimas no solo participan en la 

detoxificación de peróxidos para prevenir el estrés nitro-oxidativo sino que 

también participan en mecanismos celulares de señalización redox (103, 

138, 139).  

Con respecto a Prx3, peroxidasa de nuestro interés, existen indicios de su 

participación en señalización redox mitocondrial, que si bien aún no se ha 

confirmado, sigue siendo objeto de intensa investigación en la actualidad.  

En la Figura 5 se ilustran las diferentes vías de señalización redox 

mitocondrial postulados para Prx3 (115).  
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Figura 5: Mecanismos de señalización redox mitocondrial mediado por Prx3: 1) 

La Prx3 hiperoxidada conduce a la acumulación de peróxido de hidrogeno que 

oxidara otras proteínas diana menos reactivas (A). 2) La señal trasmitida 

depende del estado redox de Prx3 porque las proteínas diana se unen de forma 

selectiva  a Prx3 reducida u oxidada (B1 y B2). 3) La Prx3 oxidada  facilita la 

oxidación de tioles de proteínas diana menos reactivos (C1). 

Durante la reducción de Prx3, Trx2 se oxida parcialmente, lo cual interfiere en la 

interacción de Trx2 con proteínas diana de señalización (B3 y B4) y en el estado 

redox de proteínas (C2) dependientes Trx2. Tomado de referencia (115) 

 

1.4.5 Especificidad de sustrato oxidante de Prx3: 
 

I. Prx3 y Peróxido de hidrógeno: 
 

La Prx3 reduce el peróxido de hidrógeno (mitocondrial) con una constante 

de velocidad de 2 X 107 M-1.s-1 (117), dos órdenes de magnitud más 

rápidamente que la reducción por Prx5 (3 X 105 M-1.s-1) (140).  

Un análisis de cinética de competencia realizado para los diferentes 

reductores de H2O2 de la mitocondria, considerando reportes de la 
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concentración intramitocondrial así como sus constantes de velocidad de 

reducción (115), sugiere que ~ 90% del peróxido de hidrógeno 

mitocondrial es reducido por la  Prx3 (141, 142) (Tabla 1). Esto ocurriría 

inicialmente, considerando un 100% de enzima reducida. En condiciones 

de estrés oxidativo, si la capacidad de reducción de la enzima se satura o 

la Prx3 se inactiva por hiperoxidación, la fracción de H2O2 que reacciona 

con la Prx podría disminuir. De esa manera, la Prx3 podría regular 

también la salida de H2O2 desde la mitocondria al citosol (121). 

Si bien la concentración de peroxidasas varía entre diferentes líneas 

celulares, un estudio realizado en diferentes tipos de tejidos murinos 

muestra que Prx3 es siempre la peroxidasa más abundante (143) y su 

concentración ha sido estimada como cercana a 60 µM (115). 

 

 

Tabla 1: Cinética comparativa entre diferentes peroxidasas y reducción de H2O2 

mitocondrial. Tomado de referencia (115). 

 

II. Prx3 e hidroperóxidos de ácidos grasos:  
 

Si bien la constante de reducción de hidroperóxido de tert-butilo (t-BOOH) 

e hidroperóxido de cumeno (CumOOH) por Prx3 aún no se ha reportado, 

Peroxidasa 

mitocondrial 

Concentración 

intracelular 

k de reducción 

de  H2O2 

 (M
-1.s-1) 

%  H2O2 

mitocondrial  

reducido 

Prx3 60 µM 2 X 107 90 

Prx5 20 µM 3 X 105 0.45 

Gpx1 2 µM 6 X 107 9 

Gpx4 2 µM 3 X 106 0.45 

Catalasa 1.4 nM 1.6 X 107 0.0017 
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ensayos de actividad enzimática acoplado a Trx2 muestran que Prx3 

descompone éstos peróxidos con una actividad enzimática de ~ 80% a la 

que muestra cuando el sustrato es H2O2 (128). El hallazgo de que Prxs 2-

Cys típicas son hiperoxidadas por hidroperóxidos lipídicos producidos por 

la actividad enzimática de lipooxigenasas y ciclooxigenasas celulares, 

permite sostener la hipótesis de que Prx3 participaría en la detoxificación 

de hidroperóxidos de ácidos grasos (144).  

 

III. Prx3 y peroxinitrito:  
 

Las altas constantes de velocidad de reducción de peroxinitrito reportadas 

hasta el momento para diferentes Prxs, tanto procariotas como 

eucariotas, sugieren que Prx3 podría ser altamente reactiva frente a este 

sustrato. Prx2 muestra una velocidad de reducción peroxinitrito de 1.4 x 

107 M-1.s-1 a pH 7.4, 25°C, ~ 10 veces más lenta de la que exhibe para la 

reducción peróxido de hidrogeno (1 x 108 M-1.s-1), a pH 7.4, 25°C (145). 

Por su parte Prx5 descompone el peroxinitrito con una constante de 

velocidad sumamente rápida de 7 x 107 M-1.s-1 a pH 7.8, pH cercano al de 

la matriz mitocondrial (140).  

La determinación de la constante de velocidad a la cual Prx3 reduce el 

peroxinitrito es uno de los objetivos de esta tesina.  

Por otra parte, la inactivación por hiperoxidación de la CP puede ser 

causada por exceso de oxidantes diferentes a H2O2, desconociéndose si 

la Prx3 es susceptible de hiperoxidarse por peroxinitrito. 

Finalmente, se desconoce la susceptibilidad de Prx3 a la nitración por 

peroxinitrito y sus posibles consecuencias estructurales y funcionales, si 

bien ha detectado nitrada en corazones de ratones diabéticos, patología 

en la que se ha demostrado incrementos en la formación mitocondrial de 

peroxinitrito (146).  
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2 OBJETIVOS: 

 

2.1 Objetivo General:  
 

 Contribuir a la comprensión de los mecanismos de detoxificación 

de peroxinitrito en mitocondria. 

2.2 Objetivos Específicos:  
 

 Poner a punto la purificación de Prx3 mitocondrial humana carente 

de cola de histidina. 

 Caracterizar la actividad peroxinitrito reductasa de Prx3. 

 Evaluar posibles modificaciones postraduccionales nitro-oxidativas 

de Prx3 (nitración de residuos de tirosinas e hiperoxidación de CP) 

durante la interacción con peroxinitrito.  
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3 MATERIALES Y MÉTODOS:  

3.1 MATERIALES:  
 

-Para todos los experimentos utilizamos agua de alto grado de pureza 

(nanopura). 

-Columnas de cromatografía: HiTrap chelating H de 5 mL, Hitrap 

desalting  de 5 mL, compradas a Sigma Aldrich. 

-Medios de cultivo: Se utilizaron medios de cultivo LB (20 gr/L) con 

kanamicina (30 mg/mL) y con cloranfenicol (30 µg/mL) y ampicilina (100 

µg/mL). 

-Reactivos: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), 4-ditiotreitol 

(DTT), pentaacetato de dietilentriamina DTPA), N-etilmaleimida (NEM), 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), hidróxido de sodio (NaOH), cloruro 

de calcio (CaCl2), dióxido de manganeso (MnO2), glutatión (GSH), 

ADNasa y catalasa fueron comprados a la empresa Sigma. El imidazol 

((CH)2N(NH)CH) y el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) fueron 

comprados a la empresa AppliChem. El reactivo de bloqueo comercial se 

compró a la empresa Li-Cor Biosciences. 

La peroxidasa de rábano (250-330 U/mg) (HRP) fue comprada a la 

empresa Sigma y el boronato de cumarina (CBA) (26,3 mM) fue 

sintetizado por Natalia Ríos (estudiante de Postgrado de PEDECIBA 

Química) en nuestro laboratorio. 

-Buffers: 

● Buffer A (1X): 0.5 M NaCl, 50 mM fosfato de sodio, pH 7.6 

● Buffer B (1X): 1 M imidazol, 0.5 M NaCl, 50 mM fosfato de sodio, pH 7.  

● Buffer de lisis-A: buffer A + 10mM imidazol. 

● Buffer de lisis-B: 50 mM fosfato de sodio, 300 mM NaCl, pH 7.6. 

● Buffer de diálisis-1: 50 mM fosfato de sodio, 150 mM NaCl, pH 7.4 
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● Buffer de diálisis-2: 20 mM fosfato de sodio, pH 8.0, 100 mM NaCl. 

● Buffer de proteólisis TEV protesa: 50 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 0.5 

mM    EDTA, 1mM DTT, pH 7.5. 

● Buffer de almacenamiento TEV proteasa: 25 mM fosfato de sodio pH 

7.0, NaCl 200 mM, 2 mM DTT, 2 mM EDTA. 

● PBS (10X) pH 7.4: 1.36 M NaCl, 0.03 M KCl, 0.1 M Na2HPO4, 0.17 M 

KH2PO4. 

● Buffer de carga (10X) pH 8.3: 144.2 g/L Glicina, 30.3 g/L Tris, 10 g/L 

SDS.  

● Buffer de transferencia con SDS pH 8.3: 150 mL Buffer de carga (10X) 

(Tris Glicina con SDS, pH 8.3) + 300 mL metanol + H2O hasta llegar a 1.5 

L. 

● Buffers de muestra (2X): 

-Con agente reductor: 2.5 mL buffer 1.25 M Tris-HCl, pH 6.8 + 1 g SDS + 

2.5 mL de 2-mercaptoetanol + 5.8 mL glicerol 87% + 5 mg azul de 

bromofenol + 35 mL agua destilada. 

-Sin agente reductor: igual al anterior pero quitando el 2-mercaptoetanol. 

Para preparar los diferentes buffer las siguientes sales utilizadas fueron 

compradas a la empresa Sigma: fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4), 

fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4), fosfato de potasio dibásico 

(KH2PO4), cloruro de sodio (NaCl), Tris/HCl.  

-Sustratos oxidantes de Prx3:  

El peroxinitrito fue sintetizado previamente en nuestro laboratorio, 

mezclando nitrito con peróxido de hidrógeno en medio ácido y atrapando 

rápidamente utilizando NaOH. Para todos los experimentos las soluciones 

alcalinas de peroxinitrito fueron tratadas previamente con dióxido de 

manganeso para eliminar posibles trazas de H2O2 presente, y la 

concentración fue calculada midiendo absorbancia a 302 nm y 

considerando εONOO
-
 (302nm)= 1670 M-1.cm-1 (32, 147). 
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El peróxido de hidrógeno (H2O2) fue comprado a la compañía Mallinckrodt 

y fue cuantificado midiendo absorbancia a 240 nm y considerando εH2O2 

(240nm) = 43.6 M-1.cm-1 (148). 

-Anticuerpos: El anticuerpo primario anti 3-nitrotirosina fue sintetizado en 

nuestro laboratorio (149). El anticuerpo primario anti-sulfínico/sulfónico 

(ab16830) fue comprado a la empresa AbCam. El anticuerpo secundario 

anti-rabbit-680 fue comprado a la empresa LI-COR Biosciences. 

-Marcador de peso molecular (MPM): Se utilizó el MPM Chameleon 

Duo. pre-stained. Protein Ladder (928-60.000) comprado a la empresa LI-

COR Biosciences (Figura 6). 

 

Figura 6: MPM: Incluye 11 bandas de proteínas de 8 a 260 kDa. Tomado de 

(https://www.licor.com/bio/products/reagents/protein_markers/chameleon_duo.ht

ml) 

 

 

https://www.licor.com/bio/products/reagents/protein_markers/chameleon_duo.html
https://www.licor.com/bio/products/reagents/protein_markers/chameleon_duo.html
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3.2 MÉTODOS:    
 

3.2.1 Transformación, expresión y purificación de Prx3 

humana: 

 
El gen que codifica para Prx3 humana sin la secuencia de señalización a 

la mitocondria (AA 1-61), con cola de histidina y sitio de corte para Tev 

proteasa (Tobacco Etch Virus) en el vector de expresión pET-28a 

(https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf) fue gentilmente cedido por 

C. Winterbourn, Universidad de Christchurch, Nueva Zelanda y  se 

transformó en la cepa E.coli L21 star (Figura 7). 

La construcción tiene un sitio de corte para Tev proteasa la cual escinde 

la cola de histidina dejando a continuación del corte un residuo de serina y 

tres residuos de glicina, además de la secuencia de Prx3, por lo que se 

simboliza +4. Esta construcción tiene mejores rendimientos de proteólisis 

que dejando únicamente un residuo de serina después del corte (+1).  

  

Figura 7: Secuencia nucleotídica del inserto de Prx3 en pET-28a (+4). 

 

A partir de la secuencia nucleotídica de Prx3 (Figura 7), se obtuvo la 

secuencia aminoacídica de Prx 3 utilizando el programa ExPASy-

GAATTCGAAAACCTGTATTTTCAGTCGGGAGGAGGAgcacctgctgtcacc

agcatgcaccctattttaagggtacagccgttgtcaatggagagttcaaagacctaagccttgatgac

tttaaggggaaatatttggtgcttttcttctatcctttggatttcacctttgtgtgtcctacagaaattgttgcttt

tagtgacaaagctaacgaatttcacgatgtgaactgtgaagttgtcgcagtctcagtggattcccacttt

agccatcttgcctggataaatacaccaagaaagaatggtggtttgggccacatgaacatcgcactct

tgtcagacttaactaagcagatttcccgagactacggtgtgctgttagaaggttctggtcttgcactaag

aggtctcttcataattgaccccaatggagtcatcaagcatttgagcgtcaacgatctcccagtgggcc

gaagcgtggaagaaaccctccgcttggtgaaggcgttccagtatgtagaaacacatggagaagtc

tgcccagcgaactggacaccggattctcctacgatcaagccaagtccagctgcttccaaagagtac

tttcagaaggtaaatcagtgaCTCGAG 

 

https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf
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Translate tool (http://web.expasy.org/translate/), donde se señala el sitio 

de corte por TEV proteasa (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8: Secuencia aminoacídica de Prx3 donde se señala el sitio de corte TEV 

proteasa.  

 

Utilizando el programa ExPASy- ProtParam 

(http://web.expasy.org/protparam/), se calculó el PM para Prx3 con la cola 

de histidina escindida, el cual corresponde a  21797.7 Da. La diferencia 

en masa con respecto a la proteína madura (21539.5 Da) es la esperada 

por la presencia de los 4 residuos adicionales.  

 

I. Preparación de células competentes y transformación: 
 

 Se realizó un precultivo en 3 mL de LB a partir de una colonia aislada 

de E.coli BL21 star y se dejó crecer hasta un D.O. de 

aproximadamente 0.4 UA.  

 Se centrifugó a 10000g durante 1 minuto para bajar las células.  

 Se resuspendió en 100 mL de CaCl2 0.1 M estéril frío. 

E F E N L Y F Q S G G G A P A V T Q H A P Y F K G T A V V N G E F K D L 

S L D D F K G K Y L V L F F Y P L D F T F V C P T E I V A F S D K A N E F H 

D V N C E V V A V S V D S H F S H L A W I N T P R K N G G L G H M N I A L 

L S D L T K Q I S R D Y G V L L E G S G L A L R G L F I I D P N G V I K H L 

S V N D L P V G R S V E E T L R L V K A F Q Y V E T H G E V C P A N W T 

P D S P T I K P S P A A S K E Y F Q K V N Q  

 

http://web.expasy.org/translate/
http://web.expasy.org/protparam/
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 Se centrifugó a 10000 g durante un minuto. Luego se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 100 mL de CaCl2 0.1 

M estéril frío. 

 Se agregó 100 ng de plásmido (pET-28a) con el inserto del gen de 

Prx3 humana y se incubó 60 minutos en hielo. 

 Se incubó por 3 minutos a 37ºC. 

 Se incubó por 3 minutos en hielo. 

 Se agregó 400 mL de LB sin antibiótico e se incubó 1 hora a 37ºC a 

220 rmp. 

 Se cultivó las células en placas con medio selectivo (LB agar con 

kanamicina 30 µg/ml). 

 

II. Expresión de Prx3 humana: 
 

 Precultivo: se inocularon 20 mL de LB estéril con kanamicina (30 µg/ 

mL) con 100 µL de inóculo de E.coli BL21 star transformada y se 

incubó toda la noche a 37 °C, con agitación. 

 Al día siguiente se adicionó el precultivo a 2 L de LB estéril más 

kanamicina (30 µg/mL), y se dejó crecer a 37°C hasta alcanzar una 

densidad óptica de 0.6-0.9 UA a 600 nm, 3-4 hr.  

 Se indujo con IPTG (0.75mM), a 26°C, 4-6 hr. 

 Se centrifugó 30´ a 8000 rpm, 4ºC, y se guardó el pellet congelado. 

 

III. Purificación de Prx3 humana:  
 

 Se resuspendió el pellet congelado en buffer de lisis-A (20 mL/pellet 

de litro de cultivo). Se agregó inhibidor de proteasa 0.2 mM de PMSF 

(200 mM)  y 100 µL de ADNasa. 

 Se lisaron las células sonicando en frío con 5 ciclos de 30 segundos 

(Intensidad  = 4, Duty cicle 40%). 



34 
 

 Se centrifugó el lisado 30 minutos a 8000 rpm y 4°C.  

 Se filtró el sobrenadante.  

 Trabajando en la cámara fría se continuó la purificación utilizando una 

columna Hitrap chelating de 5 ml previamente cargada con níquel 

(Ni2+)  y equilibrada con buffer A con 10 mM Imidazol: 

1) Se pasó el sobrenadante filtrado, fracción  “Flow through” . 

2) Se lavó la columna con 80 mL de buffer A + 5 mM Imidazol. 

3) Se lavó la columna con 80 mL de buffer A + 20 mM Imidazol.  

   

4) Se lavó la columna con 10 mL de buffer A + 50 mM Imidazol. 

5) Se lavó la columna con 10 mL de buffer A + 100 mM Imidazol. 

6) Se eluyó la proteína utilizando 15 mL ( o más ) de buffer A +  

500 mM Imidazol. En este punto se recolectó en alícutas de 1 

mL y se midió absorbancia a 280 nm.  

7) Se regeneró la columna antes de guardarla.  

 Se dializó en buffer de diálisis-1 las alícuotas con absorbancia > 0.5 

UA recolectadas en el punto 6: en 2 L toda la noche a 4°C y a 

continuación en 2 L, 4hr a 4°C.  

 Luego se congeló la enzima en alícuotas de 1 mL a -80°C. 

 Se realizó una electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras 

para ver la pureza de la enzima.  

 

3.2.2 Expresión y purificación de TEV proteasa: 
 

 Las bacterias Rosseta (DE3)pLys transformadas con el vector pTH24 

(Gateway) modificado conteniendo el gen de la proteasa TEV 

desarrollado por Van der Berg (150), se obtuvieron de Marcelo Comini, 

Instituto Pasteur Montevideo.  
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I. Expresión de Tev proteasa:  
 

 Precultivo: se inocularon 20 mL de LB estéril con cloranfenicol 40 

mg/ml y ampicilina 100 mg/ml con 100 µL de croinóculo de Rosseta 

(DE3)pLys transformada y se incubó toda la noche a 37 °C, con 

agitación. 

 Se dejó crecer el precultivo en 2 L de LB estéril con cloranfenicol 40 

mg/ml y ampicilina 100 mg/ml a 37ºC y 200 rpm hasta alcanzar una 

densidad óptica de ~ 0.6 UA. 

 Se indujo con IPTG (1 mM) a 20 ºC y se agitó a 230 rpm toda la noche 

(máximo 20 hrs). 

 Se centrifugó 20 minutos a 4000-5000 g, 4ºC y se guardó el pellet 

congelado. 

 

II. Purificación de Tev proteasa:  
 

 Se resuspendió el pellet congelado en buffer de lisis-B (20 mL/pellet 

de litro de cultivo). Se agregó 0.2 mM de inhibidor de proteasa PMSF 

(0.2 mM). 

 Se lisaron las células sonicando en frío 5 ciclos de 30 segundos 

(Intensidad = 4, Duty cicle 40%).  

 Se añadieron 100 μL de triton-X100 por cada 10 mL de lisado. 

 Se centrifugó el lisado 45 minutos a 15000-18000 g a 4°C.  

 Se filtró el sobrenadante (0.45 μm).  

 Trabajando en la cámara fría, se pasó el sobrenadante filtrado por una 

columna de Ni2+ previamente equilibrada con buffer A. 

 Se lavó la columna con 100 mL de buffer A + 20 mM imidazol. 

 Se eluyó la proteína con buffer A + 500 mM imidazol, se recolectó en 

alícuotas de 1mL y se midió absorbancia a 280 nm.  
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 Se desalaron las alicuotas con proteína utilizando una columna de 

exclusión molecular (Hitrap desalting) equilibrada con buffer de 

almacenamiento de Tev proteasa. A la proteína eluida se le agregó 

10% de glicerol, se alicuotó, y se guardó congelada a -80°C. 

 

3.2.3 Corte de cola de histidina de Prx3 con TEV proteasa: 
 

Si bien se consideraba que la cola de histidinas en Prx3 humana 

recombinante, no interfería con la región del sitio activo de la enzima 

(implicada en la catálisis), estudios recientes sugieren que la presencia de 

éstos residuos de histidinas en Prx3, afectan la estructura oligomérica y 

disminuyen a 1/3 la actividad enzimática de Prx3 (128). Por tanto, para 

asemejarnos más a las condiciones in vivo en la célula, en esta tesina 

decidimos trabajar con Prx3 sin cola de histidina, escindiendo la misma de 

la siguiente manera: 

 

Día 1: 

Cuantificación de Prx3 y TEV proteasa: se realizó el espectro de 

absorción (210-440 nm) de cada proteína (dilución 1/10) y se obtuvo el 

valor de absorbancia a 280 nm. Como conocemos el coeficiente de 

absortividad molar (εPRX3 (280nm) = 0.88 mg-1cm -1 o 21.500 M-1.cm-, εTEV 

(280nm) = 36.130 M-1.cm-1 (calculado de acuerdo a la secuencia 

aminoacídica utilizando la herramienta Protparam de ExPASy 

(http://web.expasy.org/protparam/)), se aplicó la ley de Lambert y Beer, y 

se calculó la concentración de ambas proteínas. 

De acuerdo al volumen de Prx3 purificada se calculó el volumen final 

requerido para llevarla a una concentración final 2 mg/mL y a partir de 

este dato se calculó de volumen de TEV proteasa necesario para 

mantener una relación 10:1 de Prx3-TEV. El volumen final calculado se 

http://web.expasy.org/protparam/
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completó con buffer de corte. La mezcla Prx3, TEV proteasa y buffer de 

corte se dejó agitando lentamente toda la noche a 4°C.  

Previamente se probaron diferentes condiciones de corte de cola de 

histidina de Prx3 con TEV proteasa, tanto 2 horas a 25°C como toda la 

noche a 4°C y determinó que el mayor rendimiento de corte se da cuando 

se utilizó esta última condición y una relación Prx3-TEV proteasa de 10:1 

con una concentración final de 2 mg/mL para Prx3 (datos no mostrados). 

Día 2:  

Se dializó la mezcla anterior en 2 L de buffer de diálisis-1 por 4 h a 4°C, 

seguido en 2 L toda la noche a 4°C, para eliminar el DTT y el EDTA del 

buffer de corte. 

Día 3:  

Trabajando en la cámara fría, se utilizó la columna de níquel (Ni2+) 

regenerada para separar Prx3 cortada, de Tev proteasa, de colas de 

histidina y de posible enzima sin cortar.  

1) Se pasó por la columna la mezcla dializada el día 2. 

2) Se lavó con buffer A + 10 mM imidazol, se recolectó en alícuotas de 1 

mL y se midió absorbancia a 280 nm. (Si la enzima no se eluye en 

este punto, aumentar la concentración de imidazol). 

3) Se lavó con buffer A + 20 mM imidazol, se recolectó en alícuotas de 

1mL y se midió absorbancia a 280 nm. Usualmente, la Prx3 sin cola 

eluye en este punto.  

4) Se lavó con buffer A, 500 mM imidazol para eluir las colas de histidina, 

Prx3 sin cortar y la TEV proteasa.  

5) Se regeneró  la columna.  

A continuación se juntaron las alícuotas recolectadas en el punto 3 y se 

dializó en 2 L de buffer de diálisis-2 por 4 h a 4°C y en 2 L toda la noche a 

4°C para separar la Prx3 del imidazol. 
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Se realizó una SDS-PAGE en condiciones reductoras para determinar si 

hubo corte de las colas de histidina de Prx3 y con cuanto rendimiento. 

 

 

3.2.4 Evaluación de la purificación y escisión de cola de 

histidinas de Prx3 por espectrometría de masas: 
 

Se comenzó por reducir la enzima incubándola con 2 mM de DTT durante 

30 minutos a 4ºC y cuantificarla a partir de la medida de absorbancia a 

280 nm. A continuación la muestra de Prx3 (15 µM) en buffer fosfato de 

sodio 100 mM, pH 7.8 se desaló usando microcolumnas de filtración 

molecular (biospines) (Bio-Rad), equilibrados en buffer bicarbonato de 

amonio (NH4HCO3) 10 mM, pH 7. 

Para el uso del espectrómetro de masas contamos con la ayuda de 

Mauricio Mastrogiovanni, integrante de nuestro laboratorio y de la unidad 

de espectrometría de masa del CEINBIO. La masa molecular de la Prx3 

se determinó por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas (HPLC-MS), empleando un sistema cromatográfico Agilent 1200 

Infinity series, y un espectrómetro de masas con ionización por 

electrospray (ESI-MS) y analizador de triple cuadrupolo, QTRAP 4500, 

ABSciex, Framingham, MA. La separación de la proteína se realizó 

inyectando la muestra (volumen de inyección: 5 µL) en una columna de 

fase reversa C4 (5 µm, 150 x 1 mm de Grace Vydac, Hesperia, CA), con 

el solvente A (0.1% ácido fórmico en H2O) y el solvente B (0.1% ácido 

fórmico en acetonitrilo). El gradiente de elución fue: 0-2 min 5% solvente 

B, 2-10 min 5 a 50% solvente B, 10-20 min 50% solvente B, 20-21 min 50-

5% solvente B y posterior re-equilibrado con la condición inicial durante 14 

min. Se utilizó un flujo de 100 µL/min. 

El análisis de masas se realizó en modo positivo, con voltaje de 

electrospray de 5 kV y temperatura de la fuente de 300°C y consistió en 
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un escaneo simple de 500–1500 m/z, en cuadrupolo 1 (Q1) empleando el 

software Analyst 1.6.2 (ABSciex, Framingham, MA). Para obtener la masa 

molecular de la proteína mediante deconvolución de los datos adquiridos 

se utilizó el software PeakView 2.2  (ABSciex, Framingham, MA). 

 

 

3.2.5 Ensayo de cinética directo: reducción de peroxinitrito 

por Prx3 humana 
 

Inmediatamente antes de comenzar el experimento la enzima se redujo 

mediante la incubación con 2 mM de DTT durante 30 minutos a 4ºC. El 

exceso de DTT se separó de la enzima utilizando una columna de gel 

filtración HiTrap previamente equilibrada con el buffer de elución fosfato 

de sodio 100 mM, pH 7.4 + 0.1 mM dtpa + 1 mg catalasa (para minimizar 

posible contaminación con trazas de H2O2) siguiendo la absorbancia a 

280 nm. Para evitar la re-oxidación se recolectó en un tubo con tapa y 

tamaño pequeño de modo de que quede el menor volumen libre posible, y 

se mantuvo bajo una atmósfera de argón en frío. Se calculó la 

concentración proteica a partir de la absorbancia a 280 nm. 

Se realizó un ensayo de cinética directo siguiendo la descomposición del 

peroxinitrito (20 µM) preparado en NaOH (20 mM), al mezclarse en forma 

rápida con buffer (fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM dtpa a pH 7.4), en 

ausencia y presencia de Prx3 reducida (15.6 µM), pH final 7.8, 25°C, 

siguiendo cambios de absorbancia a 310 nm (εPeroxinitrito (310nm) = 1600 M-

1.cm-1). Se decidió trabajar a esta longitud de onda para evitar posibles 

interferencias derivadas de la absorción de proteínas. Para ello se utilizó 

un espectrofotómetro/fluorímetro de flujo detenido (Stopped flow Applied 

Biophysics SX20) disponible en nuestro laboratorio, el cual permite 

estudiar la cinética de reacciones que ocurren muy rápido en solución 

(tiempo de mezclado 1.5 milisegundos). 
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3.2.6 Ensayos de cinética de competencia: 
 

Para calcular la constante de velocidad de reducción de peroxinitrito por 

Prx3 reducida, se realizaron diferentes ensayos de competencia (con 

HRP y CBA), y se utilizó el equipo de flujo detenido mencionado 

anteriormente.  

 

I. Competencia Prx3-HRP:  
 

Se preparó 500 µL de solución de HRP 15 mg/mL y para determinar en 

forma precisa la concentración de la enzima se realizó una dilución 1/100 

en buffer fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM dtpa pH 7.4 y se midió la 

absorbancia a 403 nm, considerando εHRP (403nm) = 103.000 M-1.cm-1 (151). 

La HRP al reaccionar con peroxinitrito se oxida por dos electrones para 

formar compuesto I de HRP produciendo un descenso de absorbancia a 

403 nm. Este compuesto es una especie inestable que en presencia de 

un reductor como por ejemplo el nitrito, se convierte rápidamente en 

compuesto II de HRP. Como nos interesa determinar únicamente la 

formación de compuesto I, y que nuestros registros no se vean afectados 

por cambios de absorbancia durante el pasaje de compuesto I a 

compuesto II, se siguió la formación de compuesto I de HRP a 398 nm, 

punto isosbético entre ambos compuestos. 

Las reacciones durante la competencia entre Prx3 y HRP por peroxinitrito 

son: 

 

 

 

 

ONOOH   +  HRP            NO
2

-

 +  HRP-CompuestoI 
                                            o 

ONOOH   +  Prx3 
red

               NO
2

-

  +  Prx3
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La constante de velocidad de reacción de HRP con peroxinitrito ha sido 

anteriormente reportada (57), pero varía con las condiciones 

experimentales y batch de enzima utilizado (152). Se determinó entonces 

dicha constante bajo las condiciones experimentales utilizadas y para ello 

se siguió la formación de compuesto I a 398 nm utilizando 1µM 

peroxinitrito y concentraciones en exceso de HRP (5 µM, 7.5 µM, 10 µM y 

12.5 µM). El curso temporal de la reacción se ajustó a una exponencial 

simple, y las constantes observadas del proceso se graficaron en función 

de la concentración de HRP para obtener la constante de velocidad de 

segundo orden entre ambas especies (pendiente de la recta) utilizando el 

software OriginPro 8. 

Por su parte, se siguió la formación de compuesto I de HRP a 398 nm, al 

incubar peroxinitrito (1 µM) con HRP (5 µM) en ausencia y en presencia 

de concentraciones crecientes de Prx3 previamente reducida, en buffer 

fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM dtpa, pH final 7.8, 25°C. Dado que no 

se utilizaron condiciones de pseudoprimer orden, la constante de 

velocidad de oxidación de Prx3 por peroxinitrito se calculó utilizando la 

ecuación 1, tomada de referencia (151), donde k1 es la constante de 

velocidad de oxidación de HRP por peroxinitrito, k2 es la constante de 

velocidad de oxidación de Prx3 por peroxinitrito, [A1]0 es la concentración 

de HRP (5 µM), [A2]0 es la concentración de Prx3 (variable), [P1]∞ es la 

concentración de compuesto 1 formado y [P2]∞ corresponde a la diferencia 

entre la concentración de compuesto 1 formado en ausencia de Prx3 y en 

presencia de Prx3. Los rendimientos de formación de compuesto 1 se 

calcularon utilizando ε= 42.000 M-1.cm-1 correspondiente al punto 

isosbético entre compuesto I y compuesto II. 
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Ecuación 1: 

 

Alternativamente, considerando que la concentración de HRP utilizada (5 

µM) no fue de gran exceso con respecto a la concentración de 

peroxinitrito (1 µM), también se ajustó el curso temporal de la reacción a 

una exponencial simple, y las constantes observadas se graficaron en 

función de la concentración de Prx3 para obtener la constante de 

velocidad de segundo orden entre Prx3 y peroxinitrito, utilizando el 

software OriginPro 8. 

 

II. Competencia Prx3-CBA: 
 

A partir de CBA (26.3 mM) disponible en nuestro laboratorio, se preparó 

una solución de CBA 263 µM en buffer fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM 

dtpa a pH 7.4.  

Las posibles reacciones durante la competencia de Prx3-CBA por 

peroxinitrito son: 
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El CBA al reaccionar con peroxinitrito es oxidado para formar boronato y 

cumarina, éste último fluoresce cuando se excita a 332 nm. La constante 

de velocidad de esta reacción ha sido reportada como k = 1.6 x 103 M-1.s-1 

a pH 7.4 y 25°C (153). La constante de velocidad de oxidación de CBA 

por peroxinitrito bajo las condiciones experimentales utilizadas (25°C y pH 

final: 7.8), se determinó siguiendo la formación de cumarina a 332 nm, 

utilizando peroxinitrito 0.2 µM y concentraciones de CBA en exceso (5 µM, 

10 µM, 15 µM, 20 µM).  

Como estamos en condiciones de pseudoprimer orden, para calcular la 

constante velocidad de reacción de Prx3 con peroxinitrito se siguió la 

formación de cumarina en ausencia y en presencia de concentraciones 

crecientes de Prx3 previamente reducida de forma de evaluar el efecto de 

la presencia de Prx3 en las constantes observadas para la formación de 

cumarina. El curso temporal de la reacción se ajustó a una exponencial 

simple, y las constantes observadas se graficaron en función de la 

concentración de Prx3 para obtener la constante de velocidad de segundo 

orden entre Prx3 y peroxinitrito, utilizando el software OriginPro 8. 

 

3.2.7 Evaluación de posibles modificaciones 

postraduccionales producto de la interacción de Prx3 con 

peroxinitrito: 
 

Antes de comenzar el experimento se redujo y cuantificó la enzima bajo 

las mismas condiciones mencionadas anteriormente. 

A continuación se prepararon tres stock de peroxinitrito en diferentes 

condiciones:  

Stock 1: 1 mL Peroxinitrito 1.25 mM en NaOH (0.01M). 

Stock 2: 1 mL Peroxinitrito 20 mM en NaOH (0.01M). 

Stock 3: 1 mL Peroxinitrito 20 mM en HCl (1N).  
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Preparación de las muestras: 

 

Tabla 2: se muestran las diferentes condiciones para las ocho adiciones 

de peroxinitrito en diferentes concentraciones (tubo 1-8) y la adición 

reversa (tubo 9): 

 

Primero se colocó en cada tubo el volumen de buffer (fosfato de sodio 100 

mM + 0.1 mM dtpa  pH 7.4) calculado, a continuación se agregó la Prx3 

(19 µM) y por último el peroxinitrito, como éste se descompone de forma 
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muy rápida al reaccionar con la enzima, se agregó rápidamente bajo 

agitación. Una vez agregado éste último se contaron 2 minutos, las 

muestras se incubaron con 20 µL del agente alquilante NEM (200mM) 

durante 30 minutos, para cortar la reacción. Las incubaciones se 

realizaron a 25°C.  

Se entiende por adición reversa (AR) al agregado de peroxinitrito 

descompuesto, lo que permite evaluar el efecto de los productos de 

descomposición del peroxinitrito sobre la enzima. 

 

SDS-PAGE:  

Se realizaron dos SDS-PAGE de las muestras de la Tabla 2, en geles de 

poliacrilamida 12%, en condiciones reductoras y no reductoras (buffer de 

muestra con y sin mercaptoetanol respectivamente). Revelamos mediante 

tinción con Azul de Coomassie. 

 

Western blot anti-3nitrotirosina y anti-sulfínico:  

Se realizaron un western Blot anti-3-nitrotirosina y otro anti-

sulfínico/sulfónico para las muestras de la tabla 2 (en condiciones 

reductoras y no reductoras). La trasferencia se realizó en membrana de 

celulosa durante 1 hora y 10 minutos, 50 mV/gel. Para asegurarnos que la 

proteína se transfirió se realizó una tinción de la membrana con Rojo 

Ponceau. 

A continuación se realizó el bloqueo de las membranas durante 1 h 

utilizando reactivo de bloqueo comercial diluido al medio en PBS.  

Al día siguiente se incubó el anticuerpo primario durante 1 h (para el anti-

3-nitrotirosina se hizo una dilución 1/1000 en PBS (1X) y para el anti-

sulfínico/sulfónico comercial se hizo una dilución 1/2000 en PBS (1X) 

según indicaba el manual). A continuación se hicieron tres lavados de la 

membrana de 10 minutos cada uno utilizando PBS (1X) + 0.3% Tween. 
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Posteriormente, se incubó el anticuerpo secundario anti-rabbit-680 

(dilución 1/10.000) en PBS (1X), por 1 hora. Luego se hicieron 3 lavados 

en las mismas condiciones que para el anticuerpo primario.  

El revelado de las membranas se realizó a 680 nm utilizando el sistema 

de imágenes para Western Blot Li-Cor “Odyssey”. 

3.2.8 Fluorescencia intrínseca de Prx3:  
 

Utilizando el espectrofotómetro/espectrofluorímetro de flujo detenido 

(stopped flow, Applied Biophysics SX20) disponible en nuestro laboratorio, 

se siguió el cambio de fluorescencia intrínseca de Prx3 (previamente 

reducida) al mezclarla con H2O2 en concentraciones crecientes, en buffer 

fosfato de sodio 100 mM, 0.1 mM dtpa a pH 7.8, utilizando una longitud de 

onda de excitación (λEx) de 295 nm y registrando el cambio de intensidad 

de fluorescencia total. El experimento se realizó a dos temperaturas 

diferentes, 7.5°C y 14°C respectivamente. Estas temperaturas se 

seleccionaron para poder poner de manifiesto la primera fase de cambio 

de fluorescencia de la enzima al oxidarse, que fue muy rápida (ver más 

adelante). 

Las constantes observadas del proceso (ajustadas a un decaimiento 

exponencial) se graficaron en función de la concentración de H2O2, 

utilizando el software OriginPro 8. 

Basándonos en que los cambios de fluorescencia intrínseca de Prx3 al 

ser tratada con H2O2 han sido estudiados por otros métodos, se decidió 

comenzar a trabajar utilizando H2O2 como agente oxidante en lugar de 

peroxinitrito.  
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4 RESULTADOS:  

 

4.1 Purificación de Prx3 humana: 
 

La enzima se expresó y purificó siguiendo los pasos descriptos en 

materiales y métodos, finalmente realizamos una electroforesis SDS-Page 

en condiciones reductoras revelada con azul de Coomassie que muestra 

que obtuvimos Prx3 humana con alto nivel de pureza la cual se eluyó a 

altas concentraciones de imidazol (Carril 7, Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: SDS-PAGE en condición reductora de la purificación de Prx3 humana, 

revelado con azul de Coomassie. Carril 1: filtrado del lisado de E.coli inducido 

con IPTG para la expresión de Prx recombinante. Carril 2: fracción no retenida 

del lisado una vez pasado por la columna. Carril 3, 4, 5: diferentes lavados con 

buffer A con concentraciones de imidazol crecientes (5 mM, 20 mM, 50 mM) para 

remover proteínas unidas a la columna de forma inespecífica. Carril 7: eluído con 

buffer A más alta concentración de imidazol (500 mM) para recolectar proteínas 
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unidas  específicamente a la columna de afinidad debido a la presencia de la 

cola de histidina. La fecha señala  la banda correspondiente a Prx3.  

 

4.2 Corte de la cola de histidina de Prx3 con Tev 

Proteasa:  
 

La escisión de la cola de histidina de la  Prx3 con Tev proteasa fue 

realizada siguiendo los pasos mencionados en materiales y métodos. La 

pureza de la proteína escindida fue evaluada mediante una electroforesis 

SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura 10). En el carril 1 se 

muestra la Tev proteasa utilizada, purificada por nosotros mismos con alto 

nivel de pureza y con un peso molecular que se encuentra cercana a la 

banda de  30 kDA del marcado de PM, como corresponde a su PM (carril 

7).  

El carril 3 corresponde a la mezcla de corte Prx3-Tev (1:10) después del 

tratamiento toda la noche, la banda que migró menos corresponde a la 

Tev proteasa, a continuación le sigue la banda que corresponde a Prx3 

cortada y por último la banda que más migró corresponden a las colas de 

histidinas de bajo PM. 

Observamos que la proteína después del tratamiento de corte overnight, 

eluída en la cromatografía con buffer A y 20 mM imidazol (sembrada en el 

carril 4), migra más que la Prx3 sin cortar (sembrada en el carril 2) porque 

tiene un PM menor que se corresponde a la escisión de la cola de 

histidinas. También vemos que la enzima está totalmente cortada y fue 

eluída con alta pureza.  

El carril 5 y 6 corresponde al lavado con buffer A y alta concentración de 

imidazol, donde se eluye la Tev proteasa y las colas de histidina cortadas 

que estaban unidas de forma específica a la columna. También podemos 

observar que en este lavado perdemos una pequeña fracción de Prx3 
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cortada que no había sido eluída cuando se lavó con buffer A y 20 mM 

imidazol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: SDS-PAGE en condiciones reductoras del corte de la cola de 

histidina de Prx3 por Tev proteasa, revelado con Azul de Commassie. Carril 1: 

Tev proteasa con alta pureza. Carril 2: Prx3 previo al corte de cola de histidina. 

Carril 3: mezcla de Prx3 con cola de histidina + Tev proteasa en relación 1:10. 

Carril 4: lavado con 20 mM imidazol donde se eluye Prx3 sin cola de histidina y 

alta pureza, Carril 5 y 6: eluído con buffer A + 500 mM imidazol. Carril 7: MPM. 

 

 

4.3 Evaluación de la purificación y escisión de cola de 

histidinas de Prx3 por Espectrometría de masas: 
 

A partir de los datos adquiridos por el MS, obtuvimos el espectro de 

masa/carga (m/z) de la Prx3 purificada luego de escindir la cola de 

histidina, que se muestra en la Figura 11. Cada pico observado 

corresponde con los diferentes estados de ionización de la enzima según 

la carga que toma en la fuente de ESI. 



50 
 

A partir de la deconvolución del espectro anterior (m/z) se obtuvo el 

espectro de masas de la Prx3 (Figura 12), en el que se representa la 

masa molecular de la misma, pudiéndose observar la presencia de un 

único pico de gran intensidad con un peso molecular de 21797.4 Da que 

se corresponde con el peso molecular teórico de Prx3 cortada por TEV 

proteasa de 21797.7 Da, calculado anteriormente. Este resultado nos 

permite inferir que la cola de histidinas de la Prx3 fue cortada 

eficazmente, y que la enzima se encuentra con alto nivel de pureza (como 

ya habíamos visto en el gel de la purificación), razón por la que vemos en 

el espectro de masas un único pico con el peso molecular esperado. 
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Figura 11: Espectro de masa/carga de la Prx3 con cola de histidina escindida 
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Figura 12: Espectro de masa de la Prx3 con cola de histidinas escindida, 

obtenido tras deconvolución. El pico de gran intensidad corresponde a la enzima 

y tiene un peso molecular de 21797.4 Da. 

 

 

4.4 Descomposición de peroxinitrito en ausencia y 

presencia de Prx3 : 
 

La constante de descomposición del peroxinitrito depende del pH, cuanto 

más ácido sea éste último más rápida es la descomposición. Trabajando 

a pH 7.8 solo un 10% del peroxinitrito se encuentra como ácido 

peroxinitroso, siendo la constante teórica aparente (pH dependiente, k’) 

de decaimiento de peroxinitrito a este pH de 0.13 s-1, de acuerdo a:  

k’ = k x [H+]/([H+] + Ka),  

siendo k la constante pH independiente de homólisis del ONOOH a 25°C 

(k= 1.3 s-1) y Ka su constante de acidez .  
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Como era de esperarse el peroxinitrito es una especie inestable que se 

descompuso por si solo en buffer fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM dtpa 

a pH 7.8, 25°C (Figura 13), con una constante de velocidad observada de 

0.16  s-1, similar a la calculada. 

En presencia de Prx3 reducida podemos observar que se acelera la 

descomposición de peroxinitrito a pH 7.8, lo que evidencia la existencia de 

actividad peroxinitrito reductasa de la Prx3. La velocidad de 

descomposición fue demasiado rápida como para seguirla de forma 

directa, dado que en el tiempo de mezclado del stopped flow (1.5 ms) ya 

dejamos de estar en condiciones de velocidad inicial, por lo tanto para 

determinar la constante de velocidad de esta reacción utilizamos ensayos 

de competencia.  
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Figura 13: Ensayo directo de la cinética de descomposición de peroxinitrito (20 

µM) en buffer (fosfato de sodio 100 mM, 0.1 mM dtpa, pH 7.8), solo (línea negra) 

y en presencia de Prx3 reducida (15.7 µM) (línea roja), seguido a 310 nm, 25°C.  

 

4.5 Competencia Prx3-HRP: 
 

Determinamos experimentalmente la constante de reacción de HRP con 

peroxinitrito en nuestras condiciones de trabajo, siguiendo la formación de 

complejo I a 398 nm al utilizar peroxinitrito 1 µM y concentraciones de 

HRP en exceso (5 µM, 7.5 µM, 10 µM, 12.5 µM). Las constantes 

observadas del proceso fueron obtenidas del ajuste de los cursos 

temporales a una exponencial simple y se graficaron en función de la 

concentración de HRP. Mediante el ajuste lineal de este gráfico se obtuvo 

una constante de velocidad de segundo orden de reacción entre la HRP y 

el peroxinitrito a pH 7.8 y 25°C de (2.2 ± 0.1) x 106 M-1s-1 a pH 7.8 y 25°C 

(Figura 14). 
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Figura 14: Ajuste lineal de las constantes observadas (s-1) de formación de 

compuesto I a partir de la reacción de peroxinitrito con HRP en exceso, a pH 7.8, 

25°C, en función de la concentración de HRP (µM). 

                                                                                                                             

Seguimos el curso temporal de la formación de compuesto I a 398 nm al 

incubar peroxinitrito (1 µM) con HRP (5 µM), en ausencia y presencia de 

concentraciones crecientes de Prx3 (1 µM, 2 µM, 3 µM) a 25 ºC, pH final 

7.8 (Figura 15). Podemos observar que la mayor concentración de 

compuesto I se alcanza en ausencia de Prx3 (línea negra), en esta 

instancia todo el peroxinitrito reacciona con la HRP oxidándola por dos 

electrones para formar compuesto I.  

A medida que aumentamos la concentración de Prx3 vemos como 

disminuye  la formación de compuesto I porque cada vez se vuelve menor 

la fracción de peroxinitrito disponible para reaccionar con la HRP porque 

parte de éste comenzó a reaccionar con la Prx3.  
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Figura 15: Seguimiento de la formación de compuesto I en el tiempo a 398 nm, 

al incubar HRP (5 µM) con peroxinitrito (1 µM), en buffer fosfato de sodio 100 

mM pH final 7.8 y 25°C, en ausencia y presencia de concentraciones crecientes 

de Prx3 (1 µM, 2 µM  y 3 µM).  

 

Aplicando la ecuación 1 mostrada en materiales y métodos para cada 

concentración de Prx3, se obtuvo que la constante de velocidad de 

reacción entre la Prx3 y el peroxinitrito fue de k= (8.7 ± 5.8) x 106 M-1s-1 a 

pH 7.8, 25°C, (valor promedio de dos experimentos independientes). 

Alternativamente, las constantes observadas del proceso ajustadas a una 

exponencial simple se graficaron en función de la concentración de Prx3 y 

mediante el ajuste lineal de este gráfico se obtuvo una constante de 

velocidad de segundo orden de reacción entre la Prx3 y el peroxinitrito a 

pH 7.8 y 25°C que corresponde a (5.6 ± 0.1) x 106 M-1. s-1 (Figura 16), 

valor similar al anterior. 

0,0 0,5 1,0

0,0

5,0x10
-7

1,0x10
-6

C
o
m

p
u
e
s
to

 I
 (

µ
M

)

Tiempo (s)

 sin Prx3 

 Prx3 1(µM)

 Prx3 2(µM)

 Prx3 3(µM)



56 
 

 

Figura 16: Ajuste lineal de las constantes observadas (s-1) de formación de 

compuesto I, a partir de la reacción de peroxinitrito (1 µM) con HRP (5 µM), en 

ausencia y presencia de Prx3 en concentraciones crecientes (a pH 7.8, 25°C), 

en función de la concentración de Prx3 (µM).  

 

4.6 Competencia Prx3-CBA: 
 

Seguimos la formación de cumarina en el tiempo a 332 nm al incubar 

peroxinitrito (0.2 µM) con CBA (10 µM), en ausencia y presencia de 

concentraciones crecientes de Prx3 (1 µM, 1.5 µM, 2 µM  y 2.5 µM) a 25 

ºC, pH final 7.8 (Figura 17). Vemos que en ausencia de Prx3 (línea negra) 

la intensidad de fluorescencia es mayor porque todo el peroxinitrito 

reaccionó con el CBA para formar cumarina (producto que fluoresce) y 

boronato. Por su parte a medida que agregamos Prx3 en concentraciones 

crecientes la intensidad de fluorescencia alcanzada comienza a disminuir 
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cada vez más debido a que hay menos formación de cumarina porque  

parte del peroxinitrito reaccionó con la Prx3.  

 

Figura 17: Seguimiento de la formación de cumarina en el tiempo a 332 nm, al 

incubar boronato de cumarina (10 µM) con peroxinitrito (0.2 µM), en buffer 

fosfato de sodio 100 mM pH final 7.8 y 25°C, en ausencia y presencia de 

concentraciones crecientes de Prx3 (1 µM, 1.5 µM, 2 µM  y 2.5 µM). 

 

Las constantes observadas del proceso ajustadas a una exponencial 

simple se graficaron en función de la concentración de Prx3 y mediante el 

ajuste lineal de este gráfico se obtuvo una constante de velocidad de 

segundo orden de reacción entre la Prx3 y el peroxinitrito a pH 7.8 y 25°C 

que corresponde a (7.3 ± 3.7) x 106 M-1. s-1 (Figura 18). (Valor promedio 

de tres experimentos independientes). 
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Figura 18: Ajuste lineal de las constantes observadas (s-1)  de formación de 

cumarina a partir de la reacción de peroxinitrito con CBA, en ausencia y 

presencia de Prx3 en concentraciones crecientes (a pH 7.8, 25°C) en función de 

la concentración de Prx3 (µM).  

 

Por su parte, la ordenada en el origen de este gráfico debería coincidir 

con la kobs de la reacción de peroxinitrito con CBA 10 µM bajo las mismas 

condiciones experimentales (kobs = k x [CBA]). Para determinar la 

constante esta reacción a pH 7.8 y 25°C, seguimos la formación de 

cumarina  utilizando peroxinitrito 0.2 µM y concentraciones de CBA en 

exceso. Las constantes observadas del proceso ajustadas a una 

exponencial simple se graficaron en función de la concentración de CBA y 

mediante el ajuste lineal de este gráfico se obtuvo que la constante de 

velocidad de reacción entre el CBA y el peroxinitrito a pH 7.8 y 25°C es de 

(7.1 ± 0.2) x 105 M-1s-1 (Figura 19), valor que explica la ordenada en el 

origen del gráfico mostrado en la figura 17 (7.1 x 105 M-1s-1 x 10 x 10-6 M = 

7.1 s-1).  
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Figura 19: Ajuste lineal de las constantes observadas (s-1)  de formación de 

cumarina a partir de la reacción de peroxinitrito con CBA en exceso, a pH 7.8, 

25°C, en función de la concentración de CBA (µM). 

 

 

4.7 Evaluación de posibles modificaciones 

postraduccionales de Prx3 por interacción con 

peroxinitrito: 
 

4.7.1 SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras: 
 

En la SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura 20 A) podemos ver 

que la Prx3 tratada con diferentes concentraciones de peroxinitrito migra 

en todos los carriles como monómero (M). No se ve la aparición de la 
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durante la oxidación por peroxinitrito, son reducidos por el agente reductor 

-mercaptoetanol.  

Con respecto a la SDS-Page en condiciones no reductoras (Figura 20 B), 

en el carril 1 (en ausencia de agente oxidante) observamos que partimos 

con una pequeña fracción de enzima oxidada. Este experimento fue 

repetido más de una vez en esta tesina y si bien se intentó solucionar éste 

inconveniente agregando un mínimo de catalasa en el buffer utilizado en 

los experimentos y degaseándolo mucho antes de usarlo, nunca se logró 

partir de una enzima completamente en estado reducido. Este 

inconveniente había sido señalado por C. Winterbourn trabajando con la 

misma enzima previamente reducida y fue atribuido a la presencia de 

trazas de peróxido de hidrógeno en las muestras (117). 

En el carril 2 y 3 al ir aumentando la concentración de peroxinitrito la 

enzima comienza a oxidarse y se puede ver la aparición de su forma 

dimérica (D), aunque no en su totalidad. El carril 4 muestra que se requirió 

una concentración mayor a la relación 1:1 de Prx3: Peroxinitrito para ver 

la oxidación completa de la enzima, evidenciada por su migración como 

dímero en ausencia de monómero. 

En los carriles 7 y 8 de la Figura 20 B (a altas concentraciones de 

peroxinitrito), se observa una disminución de la fracción de Prx3 que 

migra como dímero, que podría reflejar la hiperoxidación de la CP en 

ambas subunidades de la enzima impidiendo la formación de enlaces 

disulfuros intermoleculares. La sensibilidad de la técnica no permite ver de 

forma precisa la reaparición de fracción de enzima monomérica (que sí se 

ponen de manifiesto por técnicas inmunoelectroforéticas, ver adelante en 

Figura 20 B). 

La adición reversa en el carril 9 muestra que los productos de 

descomposición del peroxinitrito no producen la oxidación de la enzima, 

por lo que se comporta como lo observado en el carril 1 (sin peroxinitrito), 
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donde la enzima se encuentra mayoritariamente monomérica con una 

pequeña fracción inicial oxidada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7.1 Detección por Western blot de hiperoxidación de Prx3 

mediada por peroxinitrito: 

 
La adición de peroxinitrito a Prx3 previamente reducida, condujo a la 

detección por western blot anti-sulfínco/sulfónico de formas hiperoxidadas 

Figura 20: SDS-Page en condiciones reductoras (A) y no reductoras (B) 

de las muestras de la tabla 2, revelado con azul de Coomassie. Todas las 

muestras contienen la misma concentración final de Prx3: 19µM y 

peroxinitrito en concentraciones creciente: Carril 1: Prx3, sin peroxinitrito 

Carril 2: Prx3 + peroxinitrito 9.5 µM, Carril 3: Prx3 + peroxinitrito 19 µM, 

Carril 4: Prx3 + peroxinitrito 38 µM, Carril 5: Prx3 + peroxinitrito 95 µM, 

Carril 6: Prx3 + peroxinitrito 200 µM, Carril 7: Prx3 + peroxinitrito 500 µM, 

Carril 8: Prx3 + peroxinitrito 1mM, Carril 9: Adición reversa. 

  + βME    - βME 
 A  B 
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de la enzima únicamente cuando se adiciona concentraciones de 

peroxinitrito en exceso respecto de la enzima, a partir del carril 4 (donde 

hay una relación 2:1 de peroxinitrito: Prx3), hasta el carril 8 inclusive, tanto 

en condiciones reductores como no reductoras (Figura 21 A y B, 

respectivamente). La señal se vuelve más intensa a medida que hay más 

peroxinitrito en exceso, como se observa en los carriles 6, 7 y 8.  

En condiciones no reductoras (Figura 21 B) como es de esperarse, 

primero se hiperoxida una de las dos subunidades de la unidad funcional 

dimérica de la enzima y se sigue viendo la forma dimérica porque la otra 

subunidad mantiene la formación de un enlace disulfuro entre la CP y CR, 

característico de las Prxs 2-Cys típicas. A altas concentraciones de 

peroxinitrito empieza a aparecer una fracción de enzima que migra como 

monómero (carril 6, 7 y 8), de lo que concluimos que sus dos tioles 

peroxidáticos están hiperoxidados y no pueden participar de enlaces 

disulfuro con CR. Cabe destacar que, ni utilizando un exceso de 50 veces 

de peroxinitrito con respecto a la enzima se logra hiperoxidar los dos 

tioles peroxidáticos de toda la enzima por completo, por lo que en todas 

las condiciones se mantiene  una fracción de enzima dimérica donde solo 

el tiol peroxidático de una subunidad se hiperoxida y eso se explicaría ya 

que el cierre de disulfuro es una reacción que ocurre muy rápido (ver más 

adelante).  

La sensibilidad de la técnica permitió detectar la formación de aductos 

covalentes de alto peso molecular sobreoxidados a altas concentraciones 

de peroxinitrito (Figura 21 A y B, carril 7 y 8), que no habían sido 

detectados mediante SDS-PAGE (Figura 20 A y B). Estos productos no 

reducibles por -mercaptoetanol sugieren la formación de formas de la 

enzima que contienen entrecruzamientos por di-tirosinas y que poseen CP 

hiperoxidadas.  
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La adición  reversa en ambas condiciones (carril 9), no mostró señal, 

indicando que los productos de descomposición de peroxinitrito no son 

capaces de causar hiperoxidación de Prx3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

 

                            

 
 

Figura 21: Western Blot anti-sulfínico de las muestras de la tabla 2 en 

condiciones reductoras (A) y no reductoras (B), revelado a 680 nm en el 

sistema de imágenes para Western Blot Li-Cor “Odyssey”. Todas las 

muestras contienen la misma cantidad de Prx3 previamente reducida (19 

µM), tratada con concentraciones crecientes de peroxinitrito, en buffer fosfato 

de sodio 100 mM, 0.1 mM dtpa, pH 7.4. Carril 1: Prx3, sin peroxinitrito Carril 

2: Prx3 + peroxinitrito 9,5 µM, Carril 3: Prx3 + peroxinitrito 19 µM, Carril 4: 

Prx3 + peroxinitrito 38 µM, Carril 5: Prx3 + peroxinitrito 95 µM, Carril 6: Prx3 + 

peroxinitrito 200 µM, Carril 7: Prx3 + peroxinitrito 500 µM, Carril 8: Prx3 + 

peroxinitrito 1 mM, Carril 9: AR. 
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4.7.3 Detección por Western blot de nitración de tirosinas en 

Prx3 tratada con peroxinitrito: 
 

En el western blot anti-3 nitrotirosina en condiciones reductoras para las 

muestras de la Tabla 2 (Figura 22) podemos ver que a concentraciones 

bajas de peroxinitrito no se observa señal (carril 2, 3 y 4). En esas 

condiciones, en forma consistente con la alta constante de velocidad de 

reacción reportada en este trabajo, todo el peroxinitrito se espera que 

reaccione directamente con el tiol peroxidático de la Prx3 (19 µM) y por lo 

tanto no se formarían  especies radicalares capaces de nitrar a la enzima. 

Solo cuando el peroxinitrito está en exceso respecto a la enzima parte del 

mismo se espera que decaiga a radicales secundarios, que son los 

responsables de la nitración en la posición 3 de residuos de tirosina de la 

Prx3, señal que se comienza a detectar en el carril 5 donde la relación 

peroxinitrito:enzima es 5:1. A medida que aumenta la concentración de 

peroxinitrito se observa un incremento en la intensidad de la señal de 

nitración (carril 6, 7 y 8).  

En los carriles 7 y 8 en presencia de gran exceso de peroxinitrito (500 µM 

y 1000 µM respectivamente) también se puede detectar la aparición de 

aductos covalentes de mayor peso molecular no reducibles por -

mercaptoetanol, que probablemente se traten de formas de Prx3 

conteniendo di-tirosinas y residuos de tirosina nitradas.  

La adición reversa que se muestra en el carril 9 no evidencia señal, al 

igual que el carril 1 sin peroxinitrito, como era de esperarse.  

En el carril 10 se ve una señal correspondiente al control positivo (Fe-

SOD de Trypanosoma cruzi nitrada por exposición a peroxinitrito, cedida 

por Alejandra Martínez, asistente del Departamento de Bioquímica e 

integrante de nuestro grupo de investigación).  
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Figura 22: Western blot anti-3 nitrotirosina de las muestras de la tabla 2 en 

condiciones reductoras, revelado a 680 nm en el sistema de imágenes para 

Western Blot Li-Cor “Odyssey”. Todas las muestras contienen la misma cantidad 

de Prx3 previamente reducida (19 µM)  tratada con concentraciones crecientes 

de peroxinitrito, en buffer fosfato de sodio 100 mM + 0.1 mM dtpa, pH 7.4. Carril 

1: Prx3, sin peroxinitrito Carril 2: Prx3 + peroxinitrito 9,5 µM, Carril 3: Prx3 + 

peroxinitrito 19 µM, Carril 4: Prx3 + peroxinitrito 38 µM, Carril 5: Prx3 + 

peroxinitrito 95 µM, Carril 6: Prx3 + peroxinitrito 200 µM, Carril 7: Prx3 + 

peroxinitrito 500 µM, Carril 8: Prx3 + peroxinitrito 1 mM, Carril 9: AR, Carril 10: 

control positivo: superóxido dismutasa de Fe nitrada (Fe-SOD). 

 

4.8 Cambios de fluorescencia intrínseca de Prx3 

asociados a su estado redox: 
 

Cuando se incubó la enzima reducida con una concentración 

equimolecular de H2O2 a 14°C se observó un cambio de fluorescencia 

intrínseca de Trp (ex = 295 nm, registro de emisión total) bifásico con una 

primera fase muy rápida de decaimiento de fluorescencia que se completó 

aproximadamente en los primeros 10 ms y una segunda fase donde se da 

+ βME 
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un incremento de la intensidad de flourescencia llegando a valores 

similares a los del inicio y que ocurre de forma más lenta que la primera 

fase (Figura 23 A). Con el objetivo de  lograr ver la primera fase en su 

totalidad se decidió trabajar a una temperatura menor a 14°C. Como se 

muestra en la Figura 23 B trabajando a 7.5°C se pudo apreciar desde el 

inicio el decaimiento de la intensidad de fluorescencia de ésta primer fase.  

Observamos que el decaimiento de la intensidad de fluorescencia de la 

primera fase se acelera al aumentar la concentración de H2O2, de tal 

manera que al utilizar concentraciones de H2O2 iguales o mayores a 1 µM 

ya no pudo ser observada, ni siquiera al disminuir la temperatura de 

trabajo a 7.5°C, como se muestra en las Figuras 23 C y 23 D.  
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Figura 23.A: Seguimiento del 

cambio de intensidad de 

fluorescencia intrínseca de 

Prx3 (0.2 µM) incubada con 

H2O2 (0.2 µM) en buffer fosfato 

de sodio 100 mM, 0.1 mM 

dtpa, pH 7.8 a 14 °C 

 

Figura 23.B: Seguimiento del 

cambio de intensidad de 

fluorescencia intrínseca de 

Prx3 (0.2 µM) incubada con 

H2O2 (0.2 µM) en buffer fosfato 

de sodio 100 mM, 0.1 mM 

dtpa, pH 7.8 a 7.5 °C. 
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Para determinar la constante de velocidad de la segunda fase observada, 

estudiamos el cambio de fluorescencia intrínseco de Prx3 reducida al 

incubarla con concentraciones crecientes de H2O2 a pH 7.8, observando 

tanto a 14°C como 7.5°C que la constante de velocidad observada parece 

ser prácticamente independiente para las menores concentraciones de 

H2O2 (0.2 µM, 1.16 µM, 2.32 µM, 4.64 µM y 50 µM). Sin embargo, para 

concentraciones mayores de H2O2 (50 µM, 1000 µM y 1500 µM) se 

observa un aumento de la constante de velocidad observada (s-1) en 

función de la concentración de H2O2  a pH 7.8, trabajando tanto a 14°C 

H2O2  

1,16  

 14,1ºC 

Figura 23.C: Seguimiento del 

cambio de intensidad de 

fluorescencia intrínseca de 

Prx3 (0.2 µM) incubada con 

H2O2 (1.16 µM) en buffer 

fosfato de sodio 100 mM, 0.1 

mM dtpa, pH 7.8 a 14 °C. 

 

Figura 23.D: Seguimiento 

del cambio de intensidad de 

fluorescencia intrínseca de 

Prx3 (0.2 µM) incubada con 

H2O2 (1.16 µM) en buffer 

fosfato de sodio 100 mM, 0.1 

mM dtpa, pH 7.8 a 7.5 °C. 
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como a 7.5°C (Figura 24 A y B, respectivamente). Estos gráficos 

muestran un valor de corte en la ordenada en el origen de 2.04 ± 0.02 s-1 

a 14°C y de 1.38 ± 0.02 s-1 a 7.5°C. Por su parte, la pendiente se 

corresponde con un valor de 1010 ± 30.8 M-1.s-1 a 14°C y 616 ± 24 M-1.s-1 

a 7.5°C. 

 

 

 

 

 

Figura 24 A: Ajuste lineal de las constantes de velocidad observadas (s-1) para 

la segunda fase del cambio de fluorescencia intrínseco de Prx3 a pH 7.8 y 14°C, 

en función de la concentración de H2O2 (µM) con la cual fue incubada. El inserto 

muestra la ampliación de los datos obtenidos para las concentraciones menores 

de H2O2. 
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Figura 24 B: Ajuste lineal de las constantes de velocidad observadas (s-1) para 

la segunda fase del cambio de fluorescencia intrínseco de Prx3 a pH 7.8 y 7.5°C, 

en función de la concentración de H2O2 (µM) con la cual fue incubada. El inserto 

muestra la ampliación de los datos obtenidos para las concentraciones menores 

de H2O2. 
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5 DISCUSIÓN:  

 

Caracterización de la actividad peroxinitrito reductasa de Prx3:  

La Prx3 es capaz de descomponer el peroxinitrito de forma muy rápida 

como se observa en la Figura 13, evidenciando la existencia de una 

actividad enzimática peroxinitrito reductasa. Mediante ensayos de cinética 

de competencia entre Prx3-HRP determinamos que la Prx3 reacciona con 

el peroxinitrito con una constante de velocidad de (8.7 ± 5.8) x 106 M-1s-1 a 

pH 7.8, 25°C, mientras que a partir de la competencia entre Prx3 y CBA 

determinamos una constante de velocidad de reacción entre Prx y 

peroxinitrito de (7.3 ± 3.7) x 106 M-1s-1, a pH 7.8, 25°C. Estas últimas son 

similares a los valores de constante de velocidad de reducción de 

peroxinitrito reportada para algunas peroxirredoxinas de la misma 

subfamilia que Prx3. Por ejemplo se conoce que la AhpC bacteriana 

reacciona con el peroxinitrito con una constante de velocidad de 1.5 x 106 

M-1.s-1 a pH 7.0 y 25°C, mientras que Prx2 humana reacciona con una 

constante de 1.4 x 107 M-1.s-1 a pH 7.4, 25°C, un orden de magnitud 

mayor (145, 154). Con respecto a otras peroxirredoxinas eucariotas, Prx5 

humana reacciona con el peroxinitrito con una constante de velocidad de 

7 x 107 M-1.s-1 a pH 7.8, 25°C (140), un orden de magnitud más rápido que 

Prx3, mientras que Prx6 reacciona con el peroxinitrito con una constante 

de velocidad de 3.7 x 105 a pH 7.4, 25°C, un orden de magnitud más lenta 

que Prx3 (152).  

Realizamos una comparación de la cinética de reacción de diversas 

peroxirredoxinas (pertenecientes a diferentes subfamilias) con 

peroxinitrito, que se muestra en la Tabla 3.  
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Tabla 3: Cinética comparativa de la reacción de diferentes peroxirredoxinas 

(pertenecientes a diferentes subfamilias) con peroxinitrito. 

 

Peroxirredoxina 

 

Subfamilia 

k ONOOH 

(M-1s-1) 

Condiciones  

Referencias pH T 

(°C) 

Prx 2 (Homo 

sapiens) 

Prx1-AhpC 1.4 x 107 7.4 25 (145) 

mTXNPx (T. 

cruzi) 

Prx1-AhpC 1.8 x 107 7.4 25 (155) 

cTXNPx (T. cruzi) Prx1-AhpC 1 x 106 7.4 25 (155) 

Tsa1 ( 

Saccharomyces 

cerevisiae ) 

 

Prx1-AhpC 

 

7.4 x 105 

 

7.4 

 

25 

(156) 

Tsa2 ( 

Saccharomyces 

cerevisiae ) 

 

Prx1-AhpC 

 

5.1 x 105 

 

7.4 

 

25 

 

(156) 

AhpC (Salmonella 

tiphymurium) 

 

Prx1-AhpC 

 

1.51 x 106 

 

7.0 

 

25 

 

(154) 

Prx 3 (Homo 

sapiens) 

Prx1-AhpC 8.7 x 106 7.8 25 Este trabajo 

Prx5 (Homo 

sapiens) 

Prx5 7.7 x 107 7.8 25 (140) 

AhpE 

(Mycobacterium 

tuberculosis) 

 

AhpE 

 

1.9 x 107 

 

7.4 

 

25 

 

(157) 

Prx6 (A.marina) Prx6 2 x 106 7.4 25 (152) 

Prx6 (Homo 

sapiens) 

Prx6 3.7 x 105 7.4 25 (158) 

BCP/PrxQ (M. 

tuberculosis) 

Bcp/PrxQ 1 x 106 7.4 25 Reyes. A 

No publicado 

PrxQ (X. 

fastidiosa) 

Bcp/PrxQ 1 x 106 7.4 25 (159) 

Tpx (M. 

tuberculosis) 

Tpx 1.5 x 107 7.4 25 (160) 
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Como fue mencionado antes, la mitocondria cuenta con una batería de 

agentes (enzimáticos y no enzimáticos) reductores de peroxinitrito y otros 

peróxidos, que se encargan de regular los niveles de estos últimos 

dependiendo de la condición celular. A continuación se muestra una tabla 

de cinética comparativa (Tabla 4), realizada para diferentes blancos 

mitocondriales del peroxinitrito, donde se incluye reportes de la 

concentración intracelular de cada blanco, la constante de velocidad de 

reacción con el peroxinitrito: (k’) (M-1.s-1), así como el producto de la 

constante de velocidad (M-1.s-1) por la concentración del blanco: k. 

[Blanco] (s-1). Los valores de las concentraciones intracelulares tomados a 

partir de la literatura referenciada pueden sufrir variaciones dependiendo 

del tipo celular y de las condiciones. 
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Tabla 4: Cinética comparativa entre diferentes blancos mitocondriales de 

peroxinitrito. 

 

 

Nota: Respecto a los blancos enzimáticos citados en la Tabla 3, los valores de 

constantes de velocidad y concentración son dados por monómero de enzima. 

 

Para ver como se repartiría el peroxinitrito entre los diferentes blancos 

mitocondriales considerados en la Tabla 4, realizamos dos gráficos de 

barras mostrados a continuación. En uno de ellos comparamos las 

 

Blanco 

Condición

: 

 

k (M-1.s-1) 

 

[Conc. 

intracelular] 

 

k. [Blanco] 

(s-1) 

 

Ref. 

pH T 

(°C) 

Prx 3 7.8 25 8.7 x 106 60 µM 522 Este 

trabajo 

Prx 5 7.8 25 7.0 x 107 20 µM 1400 (140) 

GSH 7.4 25 850 5 mM 4.3 (161) 

CO2 7.4 25 4.6 x 104 1.3 mM 60 (37, 39) 

Aconi- 

tasa 

7.4 37 1.4 x 105 20 µM 2.8 (162, 

163) 

Mn-

SOD 

7.47 37 2.5 x 104  80 µM 2 (164) 

Gpx 1 7.4 25 2 x 106 

 

2 µM 4 (165, 

166) 

PTP-1B 7.4 37 2.2 x 107 0.1 µM 2.2 (167, 

168) 
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diferentes constantes de velocidad de reacción con el peroxinitrito (Figura 

25). Dado que la reactividad con los diferentes blancos está dictada por el 

producto de constante por concentración de los mismos y no únicamente 

por la constante de reacción, mostramos dicho producto en un segundo 

gráfico de barras (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Constantes de velocidad de reacción (M-1.s-1) entre peroxinitrito y 

algunos sus blancos mitocondriales, datos mostrados en la Tabla 4.  
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Figura 26: Distribución del peroxinitrito entre diferentes blancos mitocondriales, 

considerando el producto entre constante de velocidad de reacción (k) (M-1.s-1) y 

la concentración del blanco, de acuerdo a los datos citados en la Tabla 4. 

 

La alta concentración intracelular de Prx3 (60 µM) y Prx5 (20 µM), 

conjuntamente con la alta constante de velocidad de reacción con el 

peroxinitrito que presentan (Tabla 4), permite predecir que la mayor parte 

de peroxinitrito mitocondrial sería consumido por estas dos peroxidasas (~ 

90%), como se representa en la Figura 26. Estos cálculos son 

considerados suponiendo que toda la enzima se encuentra en estado 

reducido. Sin embargo, hay que considerar que en condiciones de estrés 

oxidativo, las Prxs pueden ser inactivadas por hiperoxidación o la 

velocidad de oxidación de las mismas puede superar la capacidad de 

reducción por los sistemas reductores, de modo que se comience a 

acumular Prx3/Prx5 inactiva u oxidada, con lo que la fracción de 

peroxinitrito reducido por estas enzimas puede disminuir.  
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Por su parte si bien Gpx1 muestra una constante de reacción con 

peroxinitrito muy rápida (en el mismo orden que la determinada para Prx3) 

(Tabla 4 y Figura 25), la baja concentración intracelular de la misma (2 

µM) hace que ésta peroxidasa no sea uno de los principales blancos del 

peroxinitrito en la mitocondria, consumiendo tan solo una pequeña 

fracción del mismo (~ 0.2%) (Figura 26). 

También debemos considerar que una fracción no despreciable de 

peroxinitrito (~ 3%) reacciona con CO2, que si bien posee una reactividad 

moderada se encuentra en alta concentración en la célula (1.3 mM) 

(Figura 26). Como se había mencionado anteriormente, la reacción entre 

estas dos especies rinde  los oxidantes secundarios CO3
●– y ●NO2, 

capaces de oxidar por mecanismos de un electrón, así como de causar la 

nitración de biomoléculas.  

 

Modificaciones postraduccionales de Prx3:  

 

Hiperoxidación de CP: 

Existen pocos reportes acerca de la tendencia de Prx3 a la hiperoxidación 

mediada por peroxinitrito, si bien se conoce que el peroxinitrito en exceso 

puede hiperoxidar a la Prx2 humana y a la Prx6 bovina (Prx 1-Cys) (145, 

169). De nuestros resultados podemos inferir que Prx3 parece ser 

bastante susceptible a tal modificación postraduccional, porque no se 

necesitó mucho exceso de este agente oxidante con respecto a la misma 

para empezar a detectar fracción de enzima hiperoxidada, si bien no pudo 

ser totalmente hiperoxidada en ambos tioles peroxidáticos al ser incubada 

con un exceso de hasta 50 veces de peroxinitrito respecto a Prx 3 (Figura 

21 B).  

Como ya se mencionó anteriormente se conoce que Prx3 muestra menor 

susceptibilidad a hiperoxidarse que Prx2 (citosólica) por H2O2, lo que ha 

sido atribuido a la presencia de ciertos residuos particulares que rodean 
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su CR-229 (120). Si comparamos nuestros resultados de hiperoxidación 

de Prx3 por peroxinitrito, con los resultados obtenidos por B. Manta en la 

evaluación de la hiperoxidación de Prx2 por peroxinitrito (145), podemos 

notar que para empezar a detectar Prx3 donde sus dos tioles 

peroxidáticos resulten hiperoxidados, tan solo se necesita tratar la enzima 

con peroxinitrito 10 veces en exceso (Figura 21 B), mientras que para 

Prx2 este comportamiento no se observa al utilizar esa condición, sino 

que se comienza a detectar cuando se trata la enzima con un exceso de 

100 veces más peroxinitrito. Esto sugeriría que la Prx2 muestra menor 

susceptibilidad que Prx3 a hiperoxidarse por peroxinitrito, si bien se 

requiere de estudios más profundos, incluyendo la determinación de las 

constantes de cierre de disulfuro y de hiperoxidación de cada una de las 

enzimas por peroxinitrito, para definir este tema. 

Por su parte si comparamos la susceptibilidad de Prx3 a hiperoxidarse por 

H2O2 y por peroxinitrito, respectivamente, podemos ver en el trabajo C. 

Winterbourn y sus colaboradores que se requiere un exceso de 40 veces 

H2O2 con respecto a Prx3 para comenzar a detectar fracción de enzima 

hiperoxidada, mientras que en nuestro trabajo, tan solo con un exceso de 

dos veces más peroxinitrito con respecto a la enzima, ya detectamos 

señal correspondiente a hiperoxidación de una de las CP de Prx3 (Figura 

21 B). Si bien estas diferencias podrían ser atribuibles a los diferentes 

anticuerpos utilizados estos resultados podrían indicar que la Prx3 podría 

ser más susceptible a hiperoxidarse por peroxinitrito que por H2O2 in vitro, 

pero se requieren de estudios cinéticos más exhaustivos para 

conclusiones definitivas. 

Cabe destacar que estudios computacionales llevados a cabo en nuestro 

laboratorio indican que los valores de estado estacionario de peroxinitrito 

generados por un flujo equimolar de ●NO y O2
●– (10 µM/min, valor que 

podría alcanzarse en la matriz mitocondrial in vivo) en presencia de 

concentraciones fisiológicas de MnSOD, alcanzarían ~ 100 nM (56), 
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siendo inferiores a la concentración de enzima reducida, lo que dificultaría 

la hiperoxidación en condiciones normales, ya que únicamente 

detectamos proteína hiperoxidada en condiciones experimentales de 

exceso de oxidante.   

 

Nitración de residuos de tirosina: 

Demostramos que la Prx3 es susceptible a la nitración en residuos de 

tirosina cuando se somete a condiciones de peroxinitrito en exceso 

(Figura 22). Como fuera mencionado anteriormente la Prx3 nitrada ha 

sido detectada en corazones de ratones diabéticos, donde el peroxinitrito 

parece estar implicado. En esta patología hay un incremento de la 

formación de peroxinitrito intracelular como consecuencia del desacople 

de la NOS, que favorece la fuga de electrones hacia el oxígeno, 

conduciendo a la formación de mas O2
●–  y tras su reacción con ●NO, 

peroxinitrito (146). Si bien no conocemos hasta el momento qué residuos 

de tirosina son nitrados, ni que consecuencias estructurales y/o 

funcionales provoca tal modificación postraduccional en la Prx3, estudios 

previos en Prx2 (perteneciente a la misma subfamilia que Prx3), muestran 

que la  nitración del residuo de tirosina Y193 conduce a un aumento de su 

actividad peroxidasa y a una disminución de la susceptibilidad a la 

hiperoxidación de la enzima, postulándose un aceleramiento del cierre del 

enlace disulfuro (87). Este residuo de tirosina está conservado en la Prx3 

por lo que podría esperarse que este mecanismo regulatorio por nitración 

sea similar que para Prx2.  

 

Cambios de fluorescencia intrínseca de Prx3 asociada a su estado 

redox: 

Observamos que Prx3 sufre un cambio de fluorescencia intrínseca 

bifásico cuando reacciona con H2O2. En las figuras 23 A-D se observó 
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una primer fase que transcurre de forma muy rápida (~10 ms) con un 

decaimiento de la intensidad de fluorescencia que se acelera al 

incrementar la concentración de H2O2 y una segunda fase que ocurre de 

forma más lenta que la primera, con incremento en la intensidad de 

fluorescencia. Nosotros postulamos que la constante de velocidad de esta 

primera fase se corresponde con la oxidación del tiol peroxidático de la 

enzima por su rapidez (> 107 M-1s-1) y por su dependencia con la 

concentración de H2O2. El valor de la constante de velocidad de oxidación 

de CP en Prx3 por H2O2 fue previamente reportado por Nagy como (1.9 ± 

0.1) x 107 M-1s-1 a pH 7.4 y 25 ºC por ensayos de competencia con 

catalasa y con HRP (170).  

Incubando la Prx3 con concentraciones de H2O2 en exceso, pudimos 

observar que la constante de velocidad observada de la segunda fase del 

cambio de fluorescencia parece ser prácticamente independiente de la 

concentración de H2O2 a bajas concentraciones del mismo, como fue 

reportado recientemente por L. Poole y su grupo de investigadores para la 

AhpC, peroxirredoxina de la misma subfamilia que Prx3 (171). Sin 

embargo para las concentraciones mayores de H2O2 sí se observa un 

aumento de la constante de velocidad observada del proceso con la 

concentración de H2O2 (Figura 24 A-B). Nosotros postulamos que el valor 

de corte en la ordenada Y de estos gráficos corresponden a la constante 

de velocidad del paso limitante en la serie de reacciones que llevan al 

cierre del enlace disulfuro, que incluyen el desplegamiento local y la 

posterior reacción con la cisteína resolutiva, que posee valores de 2.04 ± 

0.02 s-1 a 14°C y de 1.38 ± 0.02 s-1 a 7.5°C. Por su parte, la pendiente de 

los gráficos se correspondería con la constante de segundo orden de 

velocidad de hiperoxidación de la enzima, con valores de 1010 ± 31 M-1.s-

1 y 616 ± 24 M-1.s-1 trabajando a pH 7.8, 14°C y 7.5°C, respectivamente. 

Los valores de constantes de velocidad de formación de disulfuro y de 

hiperoxidación de Prx3 por H2O2 fueron previamente reportados por 

Peskin como 22 s-1 y 1.2 x 104 M-1.s-1, respectivamente, a pH 7.4 y 20ºC, 
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utilizando una metodología diferente (separación de formas reducida, 

oxidada y hiperoxidada de la enzima por electroforesis combinado con 

competencia con catalasa) (172). Los valores obtenidos en este trabajo 

son entonces diferentes (más lentos) que los reportados previamente, lo 

que puede ser explicado en parte por las diferentes condiciones 

experimentales empleadas en este trabajo (pH 7.8 y 14°C o 7.5ºC).  

Creemos que para comprender mejor las diferentes fases en el cambio de 

fluorescencia obtenido sería de utilidad disponer de formas mutantes de 

Prx3 carentes de cisteína resolutiva, que impediría la formación del 

disulfuro.  
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6 CONCLUSIONES: 

 

 Pudimos expresar y purificar Prx3 humana con alto grado de pureza y 

sin cola de histidina. 

 

 Comprobamos que Prx3 presenta actividad peroxinitrito reductasa. 

 

 Determinamos por dos ensayos de cinética competitiva diferentes que 

Prx3 reacciona con peroxinitrito con una constante de velocidad alta, 

en el orden de 106 M-1.s-1, lo que nos permite inferir que esta 

peroxidasa es un buen blanco para el peroxinitrito en la mitocondria.  

 

 El peroxinitrito conduce a modificaciones postraduccionales de Prx3, 

hiperoxida sus CP y nitra residuo(s) de tirosina. 

 

 La Prx3 sufre cambios complejos en su fluorescencia intrínseca de Trp 

durante su reacción con H2O2, que fueron interpretados en forma 

preliminar como debidos a la oxidación de CP, formación de disulfuro e 

hiperoxidación. 
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7 PERSPECTIVAS: 

 

 Determinar qué residuos de tirosina son nitrados cuando se incuba 

Prx3 con peroxinitrito en exceso y qué consecuencias estructurales y 

funcionales provoca tal modificación postraduccional en la enzima, 

como fue estudiado para Prx2. En esta última fue reportado que la 

nitración de residuos específicos de tirosina conduce a un aumento de 

su actividad peroxidasa y a una disminución de la susceptibilidad a 

hiperoxidarse (87). Por tanto se procedería a medir la actividad 

enzimática de cada parte del ciclo catalítico de la enzima nitrada y sin 

nitrar (oxidación, formación del enlace disulfuro y reducción por TR2) y 

comparar si alguna etapa cambia su cinética en presencia de residuos 

de tirosina nitrados. Por su parte para evaluar si la nitración de Prx3 

conduce a cambios en la susceptibilidad a la hiperoxidación, se podría 

optar por realizar un western blot anti-sulfínico/sulfónico para la 

enzima nitrada y sin nitrar, en las mismas condiciones y comparar el 

resultado revelado para ambas enzimas.                                                      

Se podría evaluar si la nitración afecta el estado de oligomerización de 

Prx3 bovina, para la cual si está reportada su estructura cristalográfica 

y se sugiere que es muy similar a la Prx3 humana.  

Por otra parte, nuestras predicciones cinéticas indican que 

aproximadamente un 3% del peroxinitrito mitocondrial reaccionaría con 

CO2 rindiendo radicales secundarios capaces de nitrar residuos de 

tirosina. Sería interesante estudiar si se produce nitración de Prx3 a 

concentraciones menores de peroxinitrito en presencia de CO2, y si el 

sitio de nitración se mantiene en este caso.  

 Intentaremos confirmar utilizando mutantes de Prx3 en la CP y CR, que 

el cambio de fluorescencia bifásico observado al incubar Prx3 con 

H2O2 en exceso, corresponden realmente a la oxidación de la enzima y 

al cierre de disulfuro, respectivamente. Tal confirmación sería de gran 
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contribución para plantearnos determinar la constante de 

hiperoxidación de Prx3 por peroxinitrito, de la misma manera que lo 

realizamos para H2O2. 

 Sería de gran interés detectar si las modificaciones postraduccionales 

estudiadas en Prx3 ocurren in vivo y para ello utilizaríamos 

mitocondrias aisladas generadoras de peroxinitrito (173). 

 Por su parte, utilizando células ´Knock Out´ para Prx3 se podría 

estudiar su susceptibilidad al peroxinitrito, en comparación con células 

salvajes. 
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