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Resumen

El grupo tiol (RSH) es uno de los grupos mas versatiles en bioquimica, participa en la estabilizaciéon de
estructuras terciarias de proteinas mediante la formacién de disulfuros, catalisis enzimatica, entre otras.

La gran mayoria de los tioles bioldgicos son derivados del aminoacido cisteina, y sus reacciones comienzan con
el ataque nucleofilico del tiolato sobre la molécula blanco. Siendo la nucleofilia del tiolato una de las
propiedades quimicas mas importantes, fue la considerada a estudiar. Las determinaciones de pK, de tioles
mediante la reactividad diferencial entre tiol y tiolato proporcionan una forma de medir la nucleofilia.

Hemos estudiado las constantes de acidez y las constantes de velocidad de diferentes tioles de bajo peso
molecular por medio de la reaccion de alquilacion con monobromobimano (mBBr). Con la posterior
construccion de una escala nucleofilica, la cual consiste en correlacionar constantes de velocidad de una
reaccion con la acidez del tiol. Con los valores de constantes de velocidad para las reacciones con mBBr y los
pK,s obtenidos hemos construido una correlacidon de Brgnsted, a partir de la cual se puede comprender la
relacién entre la acidez y la nucleofilia, y utilizar como marco de referencia para la ubicacién de cisteinas
proteicas que caen en la ubicacidn esperada por la correlacién y aquellas que tienen su pK, o nucleofilia
alterada por el entorno proteico.

Hemos escogido el sistema de la enzima sulfirredoxina humana (hSrx) en presencia de ATP y Mg”,
determinando los pK, del tiol proteico por medio de la reaccién de alquilacién con mBBr. Los resultados
muestran que la cisteina99 es muy poco nucleofilica y reacciona muy lento en comparacién con los tioles de
bajo peso molecular, para esta reaccién en particular.

La interpretaciéon de los resultados puede verse facilitada dado que se conocen diferentes estructuras
cristalograficas, la reactividad de la cisteina99 de la hSrx estaria alterada por residuos vecinos cargados
positivamente.
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1. Introduccion

Las células utilizan las reacciones redox para promover y modular el crecimiento de los organismos. En el
metabolismo de todos los seres vivos, los procesos redox tienen una importancia capital, ya que estan
involucrados en la cadena de reacciones quimicas de la fotosintesis y de la respiracidon aerdbica. En ambas
reacciones existe una cadena transportadora de electrones formada por una serie de complejos enzimaticos,
entre los que destacan los citocromos. El metabolismo implica cientos de reacciones redox, donde procesos
biolégicos tan diferentes como la inflamacién y la fotosintesis requieren inevitablemente la transferencia de
electrones o de hidrégenos ([H] = H" + e7) para mantener las proporciones adecuadas de las formas [oxidada] /
[reducida] de una especie quimica.

Los sistemas redox basados en la cisteina son excepcionales, debido a la extraordinaria participacién del azufre
en diversas reacciones redox de un punto de vista mecanistico, como es el caso de las reacciones de
intercambio tiol/disulfuro (ej, en tiorredoxina (Trx)), reacciones de transferencia de electrones (ej: en la
glutatidn reductasa (GR)), reacciones de transferencia de tiol/radicales tiilo (ej: en la ribonucleétido reductasa
(RNRasa)), y las diferentes reacciones de transferencia de hidruros (ej: en la NADH peroxidasa (Npx) y en la

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)) [1].

Ademas las reacciones redox sirven para detoxificar eficientemente las especies reactivas o cumplir un rol en la
regulacién de los caminos metabdlicos. La consecuencia inmediata de estas posibilidades es que la disfuncién
de los procesos redox estard asociada con determinadas patologias. Por ello, las células han desarrollado una
serie de mecanismos enzimaticos complejos que generan y consumen las especies reactivas para mantener sus

concentraciones intracelulares bajo control [2].

Los derivados de la cisteina, como el glutatién, tienen una funcidon fundamental en la detoxificaciéon de
electréfilos (como en la reduccidn de perdxidos o en la sintesis de acido mercapturico). El hecho de que los
tioles puedan oxidarse por 1 o 2 electrones les brinda propiedades detoxificantes de especies reactivas. Es por
esto que un gran numero de investigadores han enfatizado la importancia del estudio del grupo tiol en el area

bioquimica, el cual se encuentra presente tanto en proteinas como en compuestos de bajo peso molecular

(3][4][5].
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El grupo tiol constituye una funcidén quimica muy reactiva, esta elevada reactividad se debe a la alta nucleofilia
de los iones tiolato (RS’), los cuales existen en concentraciones significativas a valores de pH neutros y

débilmente alcalinos, ecuacién (1):

RSH —>RS™ +H (1)

Dado que la reactividad del tiol es mucho mayor cuando se encuentra en su estado anidnico, como tiolato (RS)
respecto al estado protonado (RSH)[6][7], |as reacciones que involucran tioles son por lo general, dependientes
del pH. Un tiol en una macromolécula, en general, puede ser caracterizado por su peculiar reactividad dada por
el entorno caracteristico en el que se encuentre, ya sea una regién hidrofdbica o a partir de las interacciones

especificas con otros residuos aminoacidicos entre otros [8][9][10].

1.1 Quimica del grupo tiol

1.1.1. Generalidades

El grupo tiol es uno de los grupos mas versatiles en bioquimica [11][12], formado por un dtomo de azufre y un
atomo de hidrégeno unido a un compuesto organico. Los tioles son analogos azufrados de los alcoholes, con
un grupo —SH que reemplaza al grupo alcohol —OH. El oxigeno y el azufre estan en la misma familia de la tabla
periddica (grupo 16, los calcégenos), el oxigeno estd en el segundo periodo y el azufre en el tercer periodo. A
pesar de que el oxigeno es mas electronegativo que el azufre, los tioles son mds acidos que los alcoholes. Esta
acidez se debe a dos motivos: en primer lugar, los enlaces S-H generalmente son mas débiles que los enlaces O-
H, lo que facilita que los enlaces S-H se rompan con mas facilidad. En segundo lugar, el ion tiolato (RS’) tiene su
carga negativa en el azufre, y como el azufre tiene mayor volumen atdmico que el oxigeno, su carga negativa
estd deslocalizada sobre una regién del espacio mas grande. Proporcionando una mayor estabilidad al tiolato
respecto al alcoxido.

Generalmente, el valor de pK, del grupo -OH de un alcohol es 5-6 unidades de pK, mas basico que el valor de
pK, del grupo —SH del sulfhidrilo.

Al contrario que los alcoholes, los tioles se oxidan facilmente para dar lugar a un dimero conocido como
disulfuro. El metabolismo y la funcidon biolégica de los tioles depende en gran medida de la facilidad de estos

grupos para oxidarse, lo cual los diferencia de otros grupos de nucleofilia o reactividad comparables presentes
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en el organismo. Los tioles son nucledfilos que presentan potenciales de reduccion negativos: E2*(cistina,2H+/2
cisteinas) = -0.22 V; E2'(GSSG,2H+/2GSH) = -0.23 V (EEH)[13]. La cisteina puede ser oxidada por un amplio
espectro de agentes oxidantes. Los tioles se oxidan generando productos con diversos estados de oxidacidn

(Esquema 1).

RSSR Disulfuro

RSH RSOH ———»RSO,H — RSO;z;H
Tiol Acido Acido Acido
sulfénico sulfinico sulfénico
RS
Radical
tiilo

Esquema 1. Productos de oxidacion del grupo tiol y derivados

El 4tomo de azufre tiene una configuracion electrénica ([Ne]3s°3p*) que le permite adoptar estados de
oxidacion entre +6 y -2. En las proteinas, los tioles de las cisteinas constituyen el estado mas reducido (estado
de oxidacidn: — 2) pero la capacidad del azufre para asumir multiples estados de oxidacion y formar uniones
con el oxigeno, el nitrégeno, los halégenos y el selenio origina un rango de modificaciones post-traduccionales
gue estdn estrechamente vinculadas a la sefializacién redox. Nuevos experimentos muestran que los grupos
sulfénico [R-SOH], sulfinico [R-SO,H] y sulfénico [R-SO3H] tienen significativo en la remocién del H,0, y en la

senalizaciéon redox.

1.1.2. Bioquimica del grupo tiol

El grupo tiol (RSH) participa en la estabilizacién de estructuras terciarias de proteinas mediante la formacion de
disulfuros, en catalisis enzimatica facilita reacciones redox, hidrélisis y alquilaciones; participa en el transporte
y almacenamiento de iones metalicos de transicidn, y en la formacidn de sitios cataliticos, estructurales y de

transporte electronico metal-azufre. Esta enorme diversidad de reacciones y funciones puede hacer olvidar el
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hecho de que la enorme mayoria de los tioles biolégicos son derivados de cisteina y que la gran mayoria de las

reacciones donde el tiol participa comienzan con el ataque nucleofilico del tiolato sobre la molécula blanco.

La bioquimica del grupo tiol se caracteriza en cierto modo porque la mayoria de las reacciones involucran un
ataque nucleofilico del tiolato sobre un electréfilo y la mayoria de los tioles tienen valores de pK,s cercanos al

pH fisioldgico o neutro.

Al proponer un mecanismo de reactividad, es importante considerar que el tiolato (RS’) es la especie reactiva,
entonces la fraccidn de tiolato disponible debe tomarse en cuenta para comparar reactividades.

Las reacciones propuestas se pueden generalizar por las ecuaciones (1) y (2)
RS  + Blanco — Productos (2)

El equilibrio 1 corresponde a la ionizacion rapida del tiol, donde la relacidn tiolato/tiol esta controlada por la
concentracion de H*, de acuerdo a la expresién de la constante de acidez, ecuacidn (3). A partir de la cual se
define el pK,, ecuacién (4).

_[rRsIH"]

: [RSH ] )

pKa = _Iog Ka (4)

La constante de velocidad cinética que se desprende de la ecuacion (2), es un pardmetro conocido como la
constante de velocidad independiente del pH (kgs-). El valor numérico de kys- se puede obtener a partir de la

H*

constante de velocidad observada ( kapp

) para un valor determinado de pH dividida entre la fraccion de tiolato

disponible a ese mismo valor de pH, ecuacién (5).

RS~ — app K (5)

. . H*
El valor de kgs- se puede extrapolar al determinar experimentalmente kapp en un rango de pH cercano al valor

de pK,, y ajustando los valores a la ecuacion (5).
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La constante kzs se desliga de las condiciones experimentales utilizadas para obtener las constantes de
velocidad dependientes de pH, y es un buen descriptor de tendencias de reactividad.

Es de gran importancia conocer el estado del tiol, para comprender la funcionalidad de una enzima tidlica y
determinar los pardmetros cinéticos, pK, y la constante de velocidad de segundo orden independiente del pH

(kgs-), los cuales se ven influenciados por la naturaleza del entorno [14].

1.1.3. pK,, reactividad y disponibilidad de tiolato

En la literatura se presta mucha atencién al pK, del tiol como favorecedor de la reactividad, pero hay que
resaltar que si bien la nucleofilia del tiolato es unas 10° veces mayor que la del tiol, ambas especies coexisten a
pH neutro. Un pK, menor hard mas disponible el tiolato a pH neutro, pero el aumento de reactividad esperado

por esta mayor disponibilidad es bastante limitado.

Cisteina
— Dihidrolipoico
o Papaina
=
S
0o
|_
% 10.7 >,
c
o
%]
o
@©
L.
L
T 1
10 11

Figura 1. Diagrama de distribucion de tiolato de acuerdo al pH. Para 2 proteinas
diferentes en comparacion con 2 tioles de bajo peso molecular.
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Por ejemplo, la cisteina tiene un pK, de aproximadamente 8.3 a 25 2C y eso significa que un 11% de la cisteina
estd como tiolato a pH = 7.4 (Figura 1). En cambio para una proteina con una cisteina particularmente acida,
como la peroxirredoxina 5 (Prx V) (pK, = 5.1 [15]) practicamente el 100% del tiolato estd disponible. Esta
diferencia implicaria un aumento de 9 veces en la reactividad, no obstante, la diferencia de reactividad frente a
perdxido de hidrégeno es mas de 10° veces y frente a ONOOH mas de 10° veces [15]. Por lo que existirian
factores adicionales que favorecen la cinética de esta reaccion nucleofilica y cuya identidad se puede proponer

a partir del conocimiento estructural de la proteina, como sera explicado posteriormente.

1.1.4. Acidez

La determinacion de la acidez del grupo —SH presente en diferentes compuestos, representada por el valor de
pK,, es posible a pesar de la presencia de otros protones. Se han desarrollado diversas técnicas para
determinar el pK, del —SH, tanto métodos cinéticos, como espectroscdpicos, o procedimientos calorimétricos
[11].

Tabla 1. Principales tioles de bajo peso molecular y
valores de pK,; obtenidos de NIST Critically Selected
Stability Constants of Metal Complexes.

Tiol pK,
Cisteina etil éster 6.6
Cisteina metil éster 6.7
Penicilamina 7.9
Cisteamina 8.2
Cisteina 8.3
Glutation 8.8
Ditiotreitol 9.2
2-Mercaptoetanol 9.5
Homocisteina 9.5
N-Acetil cisteina 9.5
Acido 2-mercaptoacético 10.56
Acido dihidrolipoico 10.7
Acido 3-mercaptopropanoico 10.8
2-Metilpropanotiol 11.2

En la tabla 1 se resumen los valores de pK, de los principales tioles de bajo peso molecular. Los grupos
electroatrayentes que se encuentren en una posicién a o B al grupo —SH, como —OH o un grupo carbonilo,
aumentan la acidez del protdn tidlico. Como se observa para el caso de los compuestos cisteina etil éster, y la

cisteina metil éster, presentan un valor de pK, menor al de la cisteina provocado en parte a la presencia de un
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grupo alcoxicarbonilo, donde la densidad de carga se concentra sobre el carbonilo, favoreciendo la pérdida del
protdn tidlico y por lo tanto aumentando la acidez del mismo.

La introduccion de un grupo a-carboxilo, como sucede en la cisteina, resulta en un incremento de la acidez del
grupo amino, porque el efecto inductivo del grupo carboxilo supera el efecto electrostatico de la carga
negativa. Lo cual provoca la ionizacién del grupo amino dentro del mismo rango que la del grupo —SH,
implicando “pK.s mezclados”[16]. La disociacién de los protones de los grupos —SH y —NH5" puede verse

representada en los siguientes pasos (esquema 2) [17]:

Kn
HSRNH;" — SRNH;"
4_

Ks lT lT Kc
HSRNH3 - S'RNH,
Ko

Esquema 2. Disociacién de los protones de los grupos —SH y NHs". Donde K,, Kg, K¢, Kp corresponden a las constantes

microscopicas de acidez.

Para cada uno de los protones estdn involucrados dos pasos de disociacién, uno del grupo amonio y uno del
grupo sulfhidrilo. En todos los casos donde la acidez es de una magnitud similar, existen cuatro formas
diferentes del compuesto y su interrelacién estd dada por cuatro constantes de disociacién [16]. Estas
constantes de disociacién denominadas constantes microscdpicas, representan el equilibrio de protonacién de

diferentes grupos funcionales y la especiacion de las microespecies [18].

Por lo tanto, aquellos compuestos que presentan un grupo sulfhidrilo y un grupo amino, como es el caso de los
aminotioles (cisteina), han sido sujeto de discusidn, ya que determinar correctamente la contribucidn relativa
de cada uno de estos grupos a la disociacién de los dos protones no ha sido simple. La decision a tomar entre
estas alternativas se hace dificil dado la ausencia de un método que permita distinguir entre la forma ionizada y
la no ionizada de alguno de los dos grupos ionizables. De esta manera, Benesch and Benesch [16] encontraron
que la aparicion en el espectro UV del anidn tiolato estd asociada a un corrimiento del pico de absorbancia de

230-232nm a 236-238nm. Sin embargo, cada compuesto debe ser considerado en particular para su estudio.

La acidez de los tioles de bajo peso molecular en solucidén acuosa, se encuentra Unicamente determinada por
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los efectos electrostaticos e inductivos producidos por los grupos funcionales presentes unos pocos enlaces
de distancia del atomo de azufre, como ya vimos. Sin embargo, en las proteinas hay otros factores que entran
en juego, tales como campos eléctricos difusos provenientes de los aminodcidos vecinos cargados y
caracteristicas de la polaridad de la estructura secundaria, exclusién de disolvente y puentes de hidrégeno
especificos [14].

En muchos sistemas enzimaticos cuya actividad catalitica depende de la nucleofilia del tiolato los valores de pK,
son mucho menores que el de la cisteina libre (Tabla 2). Esto asegura que la mayor parte del tiolato estara

disponible a pH cercanos al neutro.

Tabla 2. Acidez de Brgnsted de grupos tioles importantes en catalisis enzimatica.
Se ponen a modo de comparacion dos tioles de bajo peso molecular.

Tiol Reaccion catalizada pK;
Peroxirredoxina 5 (C47) Reduccién de H,0, 5.1 [15]
PTP1B (C215) Hidrdlisis de tirosinafosfato 4.7 [19]
Glutarredoxina 3 (C11) Intercambio tiol-disulfuro < 5.5 [20]
Papaina (C25) Hidrdlisis de enlace peptidico | 4.1 [21]
Glutatién unido a GST Alquilacién de glutation 6.9 [22]
Isomerasa de disulfuros proteicos (C32) | Intercambio tiol disulfuro 6.7 [23]
Creatina quinasa (C282) Fosforilacion de creatina 5.6 [22]
Cisteina 8.3
Homocisteina 8.7 [24]

Todos los métodos experimentales para medir pK, implican variaciones de pH y la gran mayoria de las
proteinas sufren cambios conformacionales cuando es modificado el pH en el que se encuentran. Por lo que,
cambios en el pH no solo perturbarian la carga y el estado de protonacién del tiol y grupos funcionales vecinos,
sino también distancias entre uno y otro. Resulta muy dificil, aunque no imposible, evaluar la contribucién de
protonacién/desprotonacion de un grupo funcional particular en un set de datos de pH de una proteina. Sin
embargo, este punto complejo es justamente lo que causa la reactividad y especificidad de tioles proteicos

respecto a pequefias moléculas [18].
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1.1.5. Nucleofilia y factores determinantes de la reactividad nucleofilica

La basicidad y la nucleofilia son propiedades diferentes, aunque relacionadas. La basicidad, describe un proceso
termodindmico determinado por la constante de equilibrio para abstraer un protén, mientras que la nucleofilia
es un concepto eminentemente cinético, el mejor nucledfilo es aquel que reacciona mas rapido. De este modo
la nucleofilia se define por la velocidad de ataque sobre un atomo electréfilo para dar sustituciones o
adiciones, por tanto se mide como las constantes de velocidad. La nucleofilia del anién tiolato en disolventes

proticos provoca una gran cantidad de reacciones de sustitucion del tipo Sy2 (sustitucion nucleofilica

bimolecular) y de adiciones [11].

g _
A R—S Ho-O = RS+ o4
OH
A
; H
5 Rt ONNH__ R=S  N—R2 + HN—R3
Ht}J"'“‘H: 0 R2
R1
—
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“R2
' L R
i o m
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£ Rl \)ﬁ CH, R—S CH,
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OH OH
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En la figura 2 se ilustran varias reacciones bioquimicas en la que el tiolato participa y donde se destaca el
cardcter nucleofilico del ataque en la reaccién inicial.
De hecho, la caracteristica extraordinaria de este grupo funcional radica en la nucleofilia del tiolato. En una

escala relativa de nucleofilia si se establece al agua como base de la escala el orden es: RS >1">CN > RO >

Figura 2. Ejemplos de reacciones enzimaticas
donde el tiolato funciona como nucledfilo. A:
reduccion de perdxido de hidrégeno
(peroxiredoxinas). B: hidrolisis de enlace peptidico
(proteasas de cisteina). C: intercambio tiol disulfuro
(glutarredoxinas, disulfuro isomerasas). D:
coordinacién de Cu®* (chaperonas de cobre,
proteinas azules de cobre, metalotioneina). E:
adicion a electrdfilos (glutation S-transferasa). F:
Hidrdlisis de ésteres fosfato (fosfatasas de tirosina
proteica)



OH™ > RNH, >ArO™ > RCOO™ > ROH > RSH > H,0; y los valores relativos abarcan una relacion de reactividad de 5
x 10°a 1 [25][26].

No existe una forma absoluta de medir la nucleofilia de un compuesto ni una sola escala, asi que lo que se ha
hecho histéricamente es comparar reactividades de diferentes compuestos con respecto a una reaccién de
referencia, por ejemplo, la sustitucion nucleofilica del bromuro en bromometano [25]. No obstante, en
principio se puede construir una relaciéon de nucleofilia con respecto a cualquier reaccidon de sustitucion o

adicién nucleofilica, como se vera mas adelante.

e Factores gue determinan la reactividad nucleofilica

Una reaccién de sustitucion nucleofilica bimolecular se representa de acuerdo a la siguiente reaccién:

N+SX — NS+ X (6)

donde N corresponde a un nucledfilo (por ejemplo ion hidréxido, ion tiolato) y SX corresponde a un sustrato
(por ejemplo el yodometano) que es atacado por el reactivo. La parte X corresponde a un grupo intercambiable
(un ion yoduro) y la parte S corresponde a la parte electrofilica (el carbono del yodometano) ya que la densidad

electrénica se encuentra alejada del carbono debido a la induccién ejercida por el atomo de haldgeno [27].

La nucleofilia se vera influenciada por la carga, la basicidad (de Brgnsted), la polarizabilidad del atomo
donador, la presencia de electrones de no enlace en el atomo vecino, los efectos estéricos, los efectos de

estabilizacidn por donacidn parcial de electrones y la solvatacidn; como sera explicado a continuacion.

En primer lugar, la carga del nucledéfilo afecta fuertemente a la velocidad de las reacciones. Si consideramos
gue una especie con carga negativa es mas nucledfila que una especie neutra, se podria considerar que una
base es siempre un nucledfilo mas fuerte que su acido conjugado. Un nucledfilo fuerte es mucho mas efectivo

qgue uno débil a la hora de atacar un atomo de carbono electréfilo. Por ejemplo:

OH™ >H,0;SH™ >H,S;NH, > NH,

Sin embargo, como ya fue explicado, la basicidad y la nucleofilia son propiedades diferentes. En ambos casos,

el nucledfilo (o base) forma un nuevo enlace.
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Otro punto a considerar, es que la nucleofilia aumenta de arriba hacia abajo en la tabla periddica, al igual que

el aumento de volumen y la polarizabilidad de los &tomos, por ejemplo:

I”>Br  >ClI" >F ;SeH  >SH™ >OH" ; (CH,CH,),P > (CH,CH,);N

A medida que se va hacia abajo en una columna en la tabla periddica, los dtomos son mas voluminosos, con
mas electrones a mayor distancia del nucleo. Por lo que los electrones son retenidos con menos fuerza y el
atomo es mas polarizable, es decir, sus electrones se pueden mover con mas facilidad hacia la carga positiva
del electrdfilo. Para un conjunto de nucledfilos similares la mayor polarizabilidad corresponde a una mayor

nucleofilia.

Ademas, la nucleofilia decrece de izquierda a derecha en la tabla periddica conforme se da un aumento de
electronegatividad (capacidad de un atomo para atraer hacia él los electrones) de izquierda a derecha. Es decir,
los elementos mas electronegativos retienen con mas fuerza los electrones no enlazantes, que son menos

reactivos a la hora de formar nuevos enlaces, por ejemplo:

OH >F ;NH, > H,0; (CH,CH,),P > (CH,CH,),S

El efecto estérico también influye sobre una molécula para que sirva como buen nucledfilo. Los grupos
voluminosos en los nucledfilos dificultan la aproximacion hacia el electréfilo y disminuyen la velocidad de
reaccion.

El impedimento estérico tiene poco efecto en la basicidad ya que la basicidad (Brgnsted) implica el ataque
sobre un protdn que generalmente estd accesible, sin embargo cuando un ataque nucleofilico a un dtomo de

carbono estad implicado, una base voluminosa no se podra aproximar al electrofilo tan facilmente.

Otro factor que influye en la nucleofilia es la solvatacion, particularmente en disolventes proéticos (aquel que
tiene protones acidos que forman puentes de hidrégeno con los nucledfilos cargados negativamente). En un
disolvente prdtico, los aniones pequefios se solvatan mas fuertemente que los grandes, es decir cuanto mas
concentrada esté la carga en el 4&tomo reactivo mayor serd la interaccion con el disolvente. Cuando un anidn
reacciona como nucledfilo, se requiere energia para retirar alguna de las moléculas del disolvente. Si el ion es

pequefio, como el fluoruro, se requiere mds energia para poder separar las moléculas del disolvente ya que
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esta fuertemente solvatado, a diferencia de uno de mayor tamafio (por ejemplo el yoduro). Esta solvatacién
incrementada requiere mas energia para separar molécula del disolvente y, por lo tanto, reduce su nucleofilia.

La naturaleza del disolvente es de primordial importancia en una reaccion de sustitucion nucleofilica.

En agua y en otros disolventes préticos la energia de solvatacion afecta la nucleofilia dado que la energia de
solvatacion disminuye la energia en el estado basal respecto a la del estado de transicion, donde la carga es
mas difusa. Esto resulta en una mayor energia de activacion. La solvatacién en agua es un factor importante a
la hora de disminuir el ataque nucleofilico de los tiolatos en comparacién con otros medios, como el DMSO o el
DMF (aprdticos)[14]. Las constantes de velocidad determinadas para la reaccidon de intercambio tiol-disulfuro
aumentan por un factor de 3 x 10° cuando se utilizan disolventes polares apréticos como DMSO y DMF en

lugar de agua [28].

Entonces es importante a resaltar que, la nucleofilia aumenta con la carga negativa, la basicidad y la
polarizabilidad y disminuye por impedimento estérico y una mayor solvatacidn. Por lo tanto, que tan nucledfilo
sea un tiolato se vera reflejado en la concentracidn de carga negativa y en su solvatacion, que actia como

pantalla disminuyendo la nucleofilia.

1.1.6. Correlacion de Brgnsted

Existe un numero de correlaciones lineales empiricas entre el logaritmo de la constante de velocidad de una

reaccion con el logaritmo de la constante de equilibrio de la misma especie.

En la practica dichas correlaciones han demostrado ser una medida empirica util de la relacién que hay entre
diferentes series de reacciones, y mas importante, a menudo nos permiten predecir tendencias en reactividad

para una serie de reacciones.

La correlacién de Brgnsted es una relacion lineal de energia libre entre la nucleofilia (kzs-) y la basicidad (pK.), la

cual presenta la forma de la ecuacién (7):

Iog kRS - = IBNucpK:SH +C (7)
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Donde kgs- es la constante de velocidad para el tiolato, y las constantes C y By, Son pardmetros empiricos

caracteristicos del blanco de reaccién y de las condiciones de reacciéon [29]. By, corresponde a la pendiente del

grafico log kgs- vs pK;eSH [24] para la reaccidén del tiolato con acido peroxinitroso (Figura 3).
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La ecuacion de Brgnsted es una relacién general que puede ser aplicada a todas las reacciones entre dadores y
aceptores. Por ejemplo, la ecuacion puede ser utilizada para una serie de bases que no reaccionen Unicamente
con un acido sino también con un halogenuro de alquilo como aceptor de electrones u otro cualquier tipo de

electrofilo [30].

En el ejemplo de la figura 3 se puede observar que la correlacién entre parametros fisicoquimicos sirve para
evidenciar anomalias con respecto al comportamiento esperado y eso a su vez facilita la deteccion de casos
donde se necesitan factores adicionales que contribuyen a la nucleofilia del tiolato para explicar la velocidad de
la reaccion y que estan ausentes en los tioles de bajo peso molecular. Es importante hacer notar que los
valores sobresalientes en la reactividad del tiol no estdn necesariamente vinculados a la funcién enzimatica. En
el caso ilustrado, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no es una enzima especializada en la reaccién con
peroxiacidos, pero comparte caracteristicas estructurales y electrostaticas en su sitio activo que le permiten

reaccionar con peréxidos mucho mas rapido de lo que su nucleofilia indica[14].

Las relaciones de Brgnsted son comunes en la literatura para diferentes reacciones que involucran al tiol como

nucledfilo. Los valores de By, se encuentran en el intervalo de 0 a 1, y han sido utilizados para predecir e
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interpretar las constantes de velocidad de tioles peptidicos con diferentes pK,s [31]{32][33]. Sin embargo, poco
se sabe acerca de la aplicabilidad de la relacién de Brgnsted para residuos de cisteina en polipéptidos plegados
o desplegados. En el contexto de una proteina, la nucleofilia esta afectada en forma independiente al valor del
pKa.

Por ejemplo, experimentos realizados con la proteina peroxirredoxina 2 (Prx2) de glébulo rojo para determinar
la constante de velocidad en presencia de diferentes oxidantes (cloramina de taurina, acido peroxinitroso y
perdxido de hidrégeno) muestran diferencias significativas en los valores de kgs . Siendo los valores reportados
de constantes del orden de 10 M™s™ para la reaccién de Prx2 con cloramina de taurina, de 10’ M™'s™ para la
reaccion de Prx2 con peréxido de hidrégeno (H,0,) y de 108 M™s™ para la reaccién con acido peroxinitroso [34].
Las correlaciones de Brgnsted construidas para la reaccion de diferentes tioles de bajo peso molecular con
cloramina de taurina, con acido peroxinitroso o con perdxido de hidrégeno (Figura 4), muestran como el valor
de k, de la enzima Prx2 difiere de una reaccién a la otra, mientras que su valor de pK, siempre es el mismo. (pK,

5.3)
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Figura 4. Correlaciones de Brgnsted para la reaccidon de reduccion de tioles de bajo peso
molecular con cloramina de taurina (A), con acido peroxinitroso (B) y con H,0, (C). Figura
obtenida de referencia [14]. Donde 1) cisteina etil éster; 2) cisteina metil éster; 3)
tripanotiona; 4) penicilamina; 5) cisteina; 6) glutation; 7) mercaptoetilguanidinio; 8) N-
acetilcisteina; 9) acido dihidrolipoico; 10) cisteamina; 11) 2-mercaptoetanol; 12) ditiotreitol.
Prx2 corresponde a la proteina humana peroxirredoxina 2 y no estd considerada en la
regresion lineal.
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El pK, del tiol puede verse influenciado por una variedad de factores, tales como orientacién y fuerza de dipolos
cercanos, presencia de aminodacidos cargados cercanos, y la accesibilidad del disolvente [35][36][37], pero la

reactividad del tiolato no esta determinada por el pK,.

1.2. Tioles de bajo peso molecular

En este apartado se dard especial importancia a la cisteina, al glutatién y a la homocisteina por ser

componentes celulares criticos que presentan diversas funciones en el metabolismo y en la homeostasis.

1.2.1. Cisteina

La cisteina es un aminodcido (Figura 5) que comprende un amplio espectro de funciones, entre las cuales se

incluye la formacién de puentes disulfuro, unién a metales, donacién de electrones, hidrélisis y catalisis redox.

COO
H

¢H,

SH

H,N-

Figura 5. Estructura quimica
de la cisteina reducida.

El grupo tiol de la cisteina es facilmente desprotonado en condiciones de pH fisioldgico, y el tiolato resultante
es uno de los grupos funcionales mas reactivos encontrados en proteinas, por lo que a menudo se encuentran
tioles en forma reactiva en la célula [38]. El valor del pK, del grupo tiol para la cisteina ha sido determinado en
la literatura, siendo éste de 8.3 [39]. Debido a su alta reactividad, el grupo tiol de la cisteina tiene numerosas
funciones bioldgicas.

De los aminoacidos capaces de integrar las proteinas es el de mas baja concentracion en células (30-200 puM).
Los niveles de cisteina libre estdn muy bien regulados. El rango reducido de concentraciones se limita por la
toxicidad que puede producir su exceso y por el minimo necesario para el correcto funcionamiento del

metabolismo.
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La notable capacidad del azufre para adoptar multiples estados de oxidacién (Figura 6) genera no sélo los
radicales tiilo, los oxodacidos sulfénico (RSOH), sulfinico (RSO,H), y sulfénico (RSOs;H) sino también otras
especies oxidadas como, tiosulfinatos (disulfuro-S-mondxidos), selenodisulfuros, nitrosotioles, revelando que la
funcidon de los tioles en las cisteinas no esta circunscripta exclusivamente a la formacién y ruptura de puentes

disulfuro.

Figura 6. Modificaciones oxidativas de tioles
proteicos y muchos tioles no proteico. Algunas
mostradas aqui [40]. A: Enlace inter-disulfuro; B:
Acido sulfénico; C: Acido sulfinico; D: Acido
sulfénico; E: Nitrosilacion; F: Nitrosotiol; G:
Tionilaciéon; H: Enlace intra-disulfuro.

La flexibilidad de un uUnico residuo cisteina para adoptar diferentes modificaciones post-traduccionales sugiere
que varias de estas especies pueden participar en la sefializacion redox intracelular [41]. Cada uno de los
estados de oxidacién nombrados anteriormente presentan propiedades quimicas y bioquimicas caracteristicas,
tales como comportamiento redox, unidn a metales, acidez, nucleofilia y actividad catalitica. Si bien la cisteina
y su especie oxidada, la cistina, pueden considerarse como las formas mas abundantes de cisteina in vivo, las

variaciones mostradas en la figura 5 han adquirido gran importancia en las investigaciones bioquimicas.

La reaccién de intercambio tiol/disulfuro continda siendo la reaccidon redox mdas comun in vivo de los residuos

cisteina, ecuacion (8):
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R—S Al > R-S + R2—§"

(8)
En donde el tiolato actua como nucledfilo, desplazando un atomo de azufre que forma parte de un puente
disulfuro y formando asi un nuevo enlace con otro atomo de azufre.
Estas reacciones son un ejemplo de reacciones redox biolédgicas que involucran transferencia electrénica [1], de
este modo la reaccidn del RSH con el GSSG para dar el disulfuro mixto GSSR y GSH, involucra la oxidacién del
azufre del RSH y la reduccién de uno de los azufres del GSSG.
Esta reaccidn es utilizada para formar disulfuros estructurales en péptidos y proteinas, como son reversibles se
encuentran involucradas en el mantenimiento del balance celular redox. Las enzimas oxidoreductasas de
tiol/disulfuro, por ejemplo el sistema de la tiorredoxina, cumplen un rol de reducir disulfuros proteicos a través
de un mecanismo de intercambio tiol/disulfuro y en el proceso generan un disulfuro intramolecular en el sitio
activo.
Ademas la reaccidén de intercambio tiol/disulfuro participa en la regulaciéon de la actividad enzimatica (S-
tionilacidn o la S-glutationilacién), en vias de sefializacion celular, y provee una fuente importante de catalisis
redox [41]. Por ejemplo las glutarredoxinas tienen un sitio especifico de unién a glutatidon que le proporciona
una alta especificidad por las reacciones de glutationilacién/desglutationilacion [42]. En su mecanismo de
reaccion, se forma un disulfuro mixto entre glutation y la enzima. Evidencia del involucramiento de la
glutationilacion en la regulacién y sefalizacién redox viene en aumento [43]. Proteinas glutationiladas podrian

actuar como sensores redox [44].

1.2.2. Glutation

El glutation también ha sido motivo de estudio por muchos investigadores, dado su importancia y abundancia
en las células, se encuentra presente en altas concentraciones (0.1mM- 10mM) y es por lo tanto el tiol no

proteico mds abundante.
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Figura 7. Férmula liniangular del glutation
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El glutation es un tiol de bajo peso molecular formado por tres aminoacidos (Figura 7), un residuo glicina, un
residuo cisteina y un residuo glutamato (y-Glu-CysH-Gly)[45]. En las células y tejidos sanos, mas del 90% de
glutatidn total estd en la forma reducida (GSH) y menos del 10% que existe en la forma disulfuro (GSSG). Un
aumento en la concentracion de GSSG respecto a GSH se considera como indicativo de estrés oxidativo [46].

Presenta dos caracteristicas estructurales, el enlace y-Glu, y el grupo —SH. El grupo —-SH se encuentra
relacionado intimamente con sus funciones, el GSH actla como antioxidante, protegiendo ante el estrés oxidativo
producido por especies reactivas de oxigeno (ROS), manteniendo un ambiente reductor dentro de la célula que

impide la oxidacién de proteinas. Esto ocurre gracias a la oxidacion del grupo tiol de la cisteina del glutation.

1.2.3. Homocisteina

La homocisteina (Figura 8) es un tiol de bajo peso molecular, que al igual que la cisteina es un aminoacido

azufrado, es un producto normal del metabolismo de la metionina.

H
NH. +c00'
T,
o
SH
Figura 8. Estructura
quimica de la

homocisteina

La homocisteina no se encuentra en grandes cantidades en la célula, pues puede ser reciclada a través de la via
de recuperaciéon de la metionina o de la via de formacién de cisteina. La homocisteina puede ser remetilada
para reciclar metionina y puede volver a formar S-adenosil-L-homocisteina (AdoHcy). Parte de la homocisteina
se dirige hacia el ciclo de la transulfuracidn inversa para formar cisteina. Cuando los niveles de homocisteina en
la célula son elevados se puede observar la exportacién hacia el plasma.

El aumento anormal en las concentraciones plasmaticas de homocisteina, es considerada un factor de riesgo
para enfermedades cardiovasculares, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson [47][48][49][50]. A
su vez, en mujeres embarazadas se ha relacionado con deficiencias en el desarrollo del tubo neural de los fetos
[51]. Los niveles considerados normales de homocisteina total en plasma se encuentran en un intervalo entre 5

y 15 uM. Los casos anormales se clasifican como hiperhomocisteinemia moderada (entre 16 y 100 uM) o
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severa (cuando son mayores que 100 puM). Los mecanismos moleculares por los cuales la homocisteina se

relaciona con el dafo vascular no se conocen todavia.

Este metabolito por su grupo tiol, como cualquiera de los nombrados en la tabla 4, tiende a formar puentes
disulfuro, tanto entre sus moléculas como con las de otros compuestos de grupo -SH. De modo que puede
considerarse a la homocisteina y los disulfuros que ella forma como pares redox: forma reducida-homocisteina,

formas oxidadas-disulfuros (homocistina, homocisteina-cisteina) [52].

1.3 Tioles Proteicos

La concentracién de grupos —SH proteicos (PSH) en la célula es mayor respecto a la del tiol metabdlico mas
importante, GSH (2-10mM)[53]. La reactividad intrinseca de los grupos —SH proteicos no depende Unicamente
del valor de pK,, sino que de otras caracteristicas estructurales, tales como accesibilidad, distribucidn de cargas
y dipolos en el entorno del residuo cisteina catalitico. Para una proteina dada, la reactividad aparente del —-SH
se ve influenciada por las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina misma (hidrofilicidad, carga,

polarizabilidad, etc.)[54].

1.3.1 Nucleofilia de aminoacidos y péptidos

Recientemente se ha estudiado la cinética de las reacciones de aminoacidos con iones diarilcarbenio (Ar2CH+).
Donde se vio que el tiolato de la cisteina es 10" veces mas reactivo que los grupo amino primarios y es por
mucho el grupo funcional mas nucleofilico de los presentes en proteinas [55]. En funcién de esta reaccién se
vio que en el intervalo de 10.5 < pH < 12, los aminodcidos reaccionan mucho mas rapido en comparacién con
sus competidores, el hidréxido y el agua.

En el estudio de Mayr [55] los pardmetros de nucleofilia N han sido determinados, para incluir a los
aminoacidos en una escala nucleofilica simple basada en las reacciones con iones diarilcarbenio (Ar,CH"), la
cual provee una directa comparacién con los n-nucléofilos (aminas, alcoholes, fosfatos, tioles), p-nucledfilos

(alquenos, arenos, organometalicos) y r-nucledfilos (dadores de hidruro) con otros.

Siguiendo en la misma linea del estudio de Mayr, los grupos amino primarios en los aminodcidos y los
pequefios péptidos presentan nucleofilias relativamente cercanas en agua, y significativamente mas altas que

el hidréxido. Si bien el valor de pK, de la prolina es comparable con el de la alanina y el del dcido aminobutirico,
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su reactividad excede a la del resto de los aminoacidos por varios drdenes de magnitud. Sin embargo sélo la
cisteina, donde el tiolato es mas reactivo, es mas nucleofilica [55].
En las proteinas solo un nimero limitado de grupos quimicos con cadena laterales son capaces de actuar en

catalisis (Figura 9).

lonizaciones de las cadenas laterales de algunos aminodcidos pK;
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Figura 9. Valores de pK, intrinsecos de los grupos de cadena lateral
ionizable en proteinas en solucién acuosa.

La multitud de reacciones catalizadas por enzimas resulta de la capacidad de estos grupos de actuar como
nucledfilos, electroéfilos, o como catalizadores acido-base generales [56], y una de las claves de la adaptacion de
su funcidn quimica radica en los estados de protonacidn.

Los grupos cataliticos mds comunes en proteinas incluyen el carboxilo C-terminal, el grupo carboxilo del acido
aspartico y glutdmico, el grupo imidazol de la histidina, el sulfihidrilo de la cisteina, el grupo amino de la lisina,

el hidroxilo de la tirosina, el hidroxilo de la serina y el amino N-terminal (Figura 9).

La ionizacion esta determinada por el valor de pK, intrinseco del grupo y por el microambiente creado

alrededor del mismo por la estructura proteica, la cual perturba el valor de pK, intrinseco a uno aparente.
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Este corrimiento en el valor del pK, resulta de las interacciones del grupo catalitico con otros grupos total o
parcialmente cargados, asi como de la polaridad o constante dieléctrica del medio que lo rodea.

Las interacciones electrostaticas entre los grupos ionizables encontradas en la superficie de las macromoléculas
son débiles y causan soélo sutiles perturbaciones en el valor de pK, (<2 unidades). La suma de muchas de estas
interacciones débiles contribuye a la estabilidad de proteinas nativas o plegadas. Sin embargo, el pK, de los
grupos cataliticos encontrados en el sitio activo de las enzimas a menudo se ven significativamente cambiados

(>2 unidades)[57].

Para que los grupos quimicos sean activados como nucledfilos, el proton debe ser disociado del dtomo
reactivo ya sea, del oxigeno, del nitrégeno o del azufre. Un pK, menor hara mas disponible el tiolato a cualquier
pH, aunque hay que recordar que ambas especies coexisten a cualquier pH. Para que los grupos sean activados
como electrdfilos, el grupo debe estar en su forma protonada para actuar tanto como un dador de puente de
hidrégeno o para aportar carga positiva localizada o total. Un pK, mayor hard menos disponible el tiolato a
cualquier pH.

Sin embargo, los grupos quimicos mostrados en la figura 9, pueden actuar como nucleéfilos, electréfilos, acidos
y bases, dependiendo de la enzima. Aunque no todos los grupos pueden actuar como todo, por ejemplo un tiol
nunca va a ser electrofilico. La activacidon de estos grupos cataliticos es un efecto directo del microambiente

creado alrededor del grupo por la estructura proteica.

e Factores proteicos que determinan la reactividad nucleofilica

La reactividad de tioles proteicos es un tema complejo, dado que involucra una amplia diversidad de enzimas
que catalizan reacciones muy particulares, como transferencia electrénica, transferencia de grupos e

isomerizacién, entre otras.

De acuerdo a lo explicado en la seccion 1.1.5, la nucleofilia depende por un lado, de las propiedades
moleculares y estructurales del nucleéfilo, tales como su basicidad, polarizabilidad y la presencia de electrones
de no enlace en el atomo vecino [27]. En el caso de los tiolatos proteicos estos factores no se aplican ya que en
todos los casos el nucledfilo es la cisteina. Por otro lado la nucleofilia depende del entorno en el que se
encuentre el nucledfilo, tales como solvatacidn, impedimento estérico, enlaces de hidrégeno, y la formacién de

estados de transicion ciclicos, los cuales son mas propensos a verse afectados por el entorno proteico [14].
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El entorno en el cual se encuentran los tiolatos en las proteinas es parcialmente acuoso pero principalmente
proteico, y como ya se ha descrito anteriormente, los residuos proteicos son los que proveen las interacciones
dipolares, puente de hidrégeno y de carga que rodean al tiolato. Sin embargo los tiolatos en proteinas
presentan una gran ventaja catalitica, las interacciones pueden verse alteradas debido a cambios
conformacionales de la proteina, provocando una modulacidn de la reactividad del residuo catalitico [14]. De
un punto de vista de la catalisis, el nucledfilo menos estable serd el mas reactivo y por lo tanto el mas rapido en
realizar el primer paso de reacciéon. Como fue evidenciado en modelos de centros Zn-tiolato de bajo peso
molecular [58] los puentes de hidrégeno disminuyen la reactividad nucleofilica de los tioles [59]. Esto se debe a
que las interacciones puente de hidrégeno estabilizan el tiolato, y como dependen de la estructura proteica,
pueden verse modificadas durante el ciclo catalitico, modulando asi la nucleofilia. La presencia de un puente
de hidrégeno entre los residuos cisteina (C106) y glutamato (E18) de la enzima DJ-1 en el sitio activo de la
misma, propone que el acido carboxilico protonado del residuo E18 contribuye a la disminucién del pK, del

residuo C106 reactivo y a la estabilizacién de una forma oxidada especifica de la C106 [60].

Por otro lado, algunos tioles proteicos son notablemente acidos, como se representa en la tabla 3; pero su
reactividad no se ve disminuida como es de esperar en un grafico de Brgnsted (Figura 3). Algunos de los efectos
del entorno proteico parecen disminuir el valor de pK, sin alterar la nucleofilia. A continuacion se detallan

diferentes estudios realizados donde se observan estas peculiaridades.

Tabla 3. Algunos tioles proteicos notablemente acidos.

Tiol pK, | Fraccidn ionizada a pH 7.4 | Disponibilidad de tiolato en relacion a cisteina
Cisteina 8.3 | 0.1118 1

Glutarredoxina 1[61] 3.2 | 0.9999 8.94

Papaina [62] 3.4 | 0.9999 8.94

DsbA [33] <4 | >0.9996 8.94

Proteina disulfuro isomerasa [63] | 4.2 | 0.9900 8.93

Proteina tirosina fosfatasa 1B [19] | 4.7 | 0.9981 8.93

Peroxirredoxina 5 [15] 5.1 | 0.9950 8.90
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Peroxirredoxina 2 5.3 | 0.9921 8.87

DJ-1[60] 5.4 | 0.9901 8.85
Creatina quinasa [22] 5.7 | 0.9804 8.77
Tiorredoxina [64] 6.7 | 0.8337 7.46

En primer lugar se ha visto en la proteina papaina que una disminucidn significativa en el valor del pK, (4.6
unidades) podria deberse a interacciones carga-carga que actlan a través del espacio en el sitio activo de la
papaina sin disminuir su reactividad nucleofilica [62]. Sin embargo, estudios realizados en la proteina tirosina
fosfatasa mostraron que la mutacién de un residuo histidina vecino a un residuo cisteina catalitico afecta tanto
el valor del pK, como la nucleofilia , aunque no se observa una tendencia en los cambios, indicando que el
problema es un tanto mas complejo que una simple correlacidon de Brgnsted [19]. Por otro lado, un estudio
muy representativo es el visto con la proteina citosdlica glutation S-tranferasa (GST), la cual cataliza la
conjugacion del glutatidn con electréfilos, donde el pK, del glutatién disminuye luego de la unidén a la enzima y
se sugiere que se debe a una activacion por sustrato [22]. El uso de varias mutantes de GST permitié modular el
valor del pK, del glutation junto con la medicidn de su reactividad. Los resultados indican que los constantes de
Brgnsted son muy pequefias (<0.25 [65], en comparacidn con los tioles de bajo peso molecular o hasta
negativas [66]), indicando que la estructura proteica y la unién pueden modular la acidez del tiol de forma

independiente a su nucleofilia.

1.3.2 Sulfirredoxina humana (hSrx), como modelo de estudio

La sulfirredoxina (Srx) es una enzima muy conservada en eucariotas, que reduce selectivamente
peroxirredoxinas de dos cisteinas tipicas sobreoxidadas (acido sulfinico) hasta una forma cataliticamente activa
(acido sulfénico, Prx-Cys-SOH) en presencia de ATP y Mg”*, reestableciendo la actividad peroxidasa y la funcién

antioxidante de las Prx, asi como también la regulacion de vias de sefalizacién [67].

La sulfirredoxina humana presenta una distribucién ubicua en los tejidos, a pesar que sus niveles de expresién
varian ampliamente [68]. Esta enzima se localiza principalmente en el citosol reparando a las enzimas Prxl y
Prxll. Ademds la Srx puede ser importada hacia la mitocondria en condiciones de estrés oxidativo, donde puede

reparar a la Prxlll, a pesar de no presentar una seial de localizacién mitocondrial [69]. Por lo tanto, la Srx
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puede unirse y reparar todas las subclases de 2-Cys Prx, desde PrxI-IV, sin embargo no es capaz de unirse ni de
reducir el acido sulfinico correspondiente ala PrxV de dos cisteinas atipica [70].

Esta enzima contiene un residuo cisteina conservado que media la fosforilacién del estado sulfinico de la
peroxirredoxina (Prx-Cys-SO,H), donde el resultante anhidrido sulfinico fosférico (Prx-Cys-S(=0)OP0O;*) se
convierte en tiosulfinato (Prx-Cys-S(=0)S-R) con un tiol en solucidon actuando como reductor, por ejemplo,
glutation. Posteriormente el tiosulfinato se reduce a Prx-Cys-SOH mediante la oxidacion de un equivalente de

tiol (Figura 10) [67].
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Puesto que bajo condiciones fisioldgicas in vitro los acidos sulfinicos son muy dificiles de reducir a tioles, hasta
hace poco dicha reaccién era considerada como un evento bioldgicamente irreversible in vivo. En cambio el
acido sulfénico de una cisteina es rapidamente reducido por tioles en una reaccién que involucra un ataque

nucleofilico del tiolato al azufre, con la posterior eliminacion de OH". En el acido sulfinico se encuentra
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desprotonado a pH neutro y el 0> no es un buen grupo saliente. Por lo que el acido sulfinico de la Prx seria en
primer lugar fosforilado, para generar un buen grupo saliente, que posteriormente se pueda sustituir por un
tiol, obteniéndose fosfato y tiosulfinato [71]. La Srx participaria actuando como una fosfotransferasa
dependiente de ATP para activar al grupo sulfinico de la Prx.

Los analisis de los productos de reaccién por HPLC indican que el sitio de hidrdlisis del ATP se da entre los

fosfatos By y. Esta observacién es la mas razonable dada la proximidad del fosfato y al residuo C99 (Figura 11).

Figura 11. Estructura de |Ia
sulfirredoxina humana (hSrx, PDBID
2B6F) en complejo con ATP y Mg
Ubicacién espacial de la C99(en
amarillo), R51, ATP(en rojo) y el ion
Mg2+ (en gris) para ilustrar la relacién
de estructura en el sitio activo. Se
muestran todos los residuos presentes
a una distancia de 5A o menor con
respecto de la C99.

Al realizarse la alquilacién y una mutacidn del residuo C99 por una serina se vié una inhibicidn significativa de la
hidrélisis del ATP, indicando que una variacién estructural en la proximidad del sitio de unién es suficiente para
impedir que el grupo Cys-SO, de la Prx se aproxime al fosfato y del ATP [72]. La presencia de los residuos H100
y R101 en la Srx servirian para estabilizar la carga negativa del atomo de oxigeno que forma el enlace
fosfodiéster B-y, y otras interacciones Srx-Prx generarian una posicidon adecuada de la molécula de ATP para la

catalisis. (Figura 12).
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Adenosina Figura 12. Residuos aminoacidicos de la hSrx en

contacto con los fosfatos del ATP.
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El ATP se une, independientemente de la Prxl, a un bolsillo de la Srx en donde los fosfatos del ATP
interaccionan con Lys61, His100, Gly98, Cys99, y Arg101 de la hSrx (Figura 12).

A pesar de la union independiente del ATP a la Srx, esta enzima no cataliza la hidrélisis del ATP por si sola'y no
presenta residuos cataliticos tipicos de la familia de las ATPasas. El modelado de un complejo Prx con ATP
unido a la Srx indica que Asp187 de la Prxl estd en contacto con la Srx unida a los fosfatos B- y y- del ATP, y
serviria como residuos cataliticos responsables de la hidrdlisis del ATP en la formacidn del anhidrido sulfinico

fosforico (ver figura 10)[67].

Sin embargo, en algunos articulos no se propone el intermediario Srx-Cys-PO;” sino la fosforilacién directa de
Prx-SO, [73]. Entonces, para que se lleve a cabo el primer paso de la reaccion, es decir, el ataque del grupo

Cys-Sp0, sobre el fosfato y del ATP, es probable que ocurran rearreglos estructurales en la Prx;

Las estructuras cristalograficas indican que el grupo tiol del residuo C99 de la sulfirredoxina humana (hSrx)
existe predominantemente en forma de anién tiolato como resultado de la interaccién con el grupo guanidinio
del residuo R51 adyacente [74]. Un analisis preliminar de diferentes estructuras depositadas en el Protein Data
Bank mediante el programa PROPKA (http://propka.ki.ku.dk/) revela que la acidez del tiol podria depender en
gran medida de los ligandos unidos a la enzima. Asi, la proteina libre (PDBID:1YZS) tiene un pK, calculado para
la C99 de 7.35, la unién de ATP (PDBID:2B6F) aumentaria dicho pK, hasta 10.64, mientras que la unién de
fosfato inorganico, un producto de la reaccion (PDBID:1XW3), haria que el pK, disminuyera hasta 4.98. Como se
conoce la estructura de esta enzima se podran interpretar los resultados en términos de factores estructurales
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que expliquen reacciones muy rapidas o muy lentas con respecto a los tioles de bajo peso molecular

[72][73]1(75].

1.4 Tioles biologicos, sus funciones e importancia

Las alteraciones causadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS) sobre el ADN, los lipidos y las proteinas
son frecuentes en los organismos aerdbicos, tanto en procariotas como en eucariotas, siendo responsables de
las patologias relacionadas al envejecimiento de los animales y a la senescencia de las plantas. Los compuestos
gue contienen tioles son muy importante en la proteccidn de los sistemas bioldgicos contra lesiones oxidativas.
En los uUltimos tiempos ha incrementado notoriamente las investigaciones que evidencian un rol y participacion
de los tioles en la regulacion metabdlica, en la transduccidén de sefiales y en la regulacién de la expresion

génica.

Los oxidantes, principalmente como el perdxido de hidrégeno (H,0,), hidroperdxidos organicos (RO-OH), el
anién superdxido (02e7) y el radical hidroxilo (HO®), solian ser considerados exclusivamente como especies
peligrosas causantes de dafios y disfunciones. Sin embargo, ahora se conoce que los oxidantes son producidos
en los tejidos sanos, observandose un relativo control de su produccién. Ademds, se cuenta con evidencia de
gue estos oxidantes en si podrian servir como moléculas sefializadoras (mecanismos para vincular el H,0, con
los caminos de transduccién de sefiales donde diferentes estados de oxidacién de residuos especificos
determinan las funciones de las proteinas y sus uniones a los ligandos)[76][77]. Las proteinas implicadas en la
sefializaciéon deben cumplir dos requisitos para provocar una respuesta eficiente: los residuos regulatorios
deben residir en posiciones especificas y las transformaciones del estado de oxidacién deben ser rapidas y
reversibles. Mientras las modificaciones post-traduccionales cldsicas (por ejemplo, fosforilacién, acetilacidn)
provocan un Unico cambio en el residuo afectado, los diferentes estados de oxidacién del atomo de azufre en
los residuos cisteina y metionina permiten generar varias formas de una proteina [2]. Por lo tanto, la reacciéon

entre oxidantes y biomoléculas es la base molecular para detectar alteraciones del estado redox celular.
El grupo tiol (-SH) presente en la cadena lateral del aminodcido cisteina es especialmente sensible a las
reacciones redox y se ha establecido como un sensor redox. Los tioles pueden reaccionar con una variedad de

oxidantes, para formar en varios casos una modificacion covalente reversible. Esta modificacién oxidativa
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reversible, que incluye la formacion de puentes disulfuro, es un potencial mecanismo para poder controlar la
funcionalidad y actividad de una proteina.

No todos los tioles proteicos son importantes sensores redox, la gran mayoria de los tioles proteicos no
reaccionan con oxidantes bajo las condiciones y las concentraciones a las que se encuentran en las células. Sin
embargo, algunos tioles proteicos presentan una marcada reactividad frente a determinados oxidantes, y esto
aporta una base en la sefalizacién redox mediada por tioles. Los tioles reactivos frecuentemente forman
intermediarios cataliticos en la reaccién de muchas enzimas [78]. Esto puede significar que los tioles proteicos
importantes en términos de la funcionalidad proteica son los mismos que aquellos susceptibles a las
modificaciones redox. Esto permite a los oxidantes alterar la actividad de algunas proteinas por cambios en el
estado redox de tioles funcionalmente esenciales, y sirve como un mecanismo de transduccion de sefales

simple, el cual acopla el estado redox proteico directamente con la actividad funcional [79].

Tanto la cisteina como el glutatién tienen valores de pK,s cercanos a 8 pero los valores de tioles proteicos
varian dependiendo del entorno molecular, viéndose favorecida la ionizacidon con la cercania de residuos
aminoacidicos cargados positivamente. Dado que el pK, del tiol proteico no aporta informacién directa sobre
su reactividad con oxidantes, no es una regla a seguir ya que en el contexto de una proteina, el pK, del tiol

puede verse influenciado por una variedad de factores, como fue descrito en el apartado 1.3.1.

Algunos oxidantes podrian tener un acceso o una reactividad diferencial hacia los tioles proteicos. Esto daria
una idea de modificaciones oxidativas especificas, donde los oxidantes potenciarian los efectos funcionales
especificos. Es mads, si multiples oxidantes modifican un residuo cisteina, podria haber diferencias o
consecuencias funcionales, dependiendo de las propiedades que fueron modificadas [40]. Siguiendo la misma
linea de trabajo, Kim et al generaron un set de proteinas OxyR (activador transcripcional) altamente puras que
difieren en modificaciones redox. Donde demuestran que un mismo residuo de cisteina puede ser modificado
hasta alcanzar formas estables y transcripcionalmente activas, las cuales difieren tanto en la estructura como
en la afinidad hacia el ADN y la respuesta cooperativa. El modelo propuesto por Kim et al, sostiene que las
proteinas (por ejemplo, activadores transcripcionales) que reciben sefiales provenientes de diferentes vias de

sefializaciéon redox, serian capaces de procesar la informacion en diferentes respuestas funcionales. [40].

Por lo tanto, la importancia del tiolato como especie reactiva presente en muchas de las enzimas metabdlicas,

y moléculas pequenas principalmente aquellas que regulan y controlan el nivel redox de la célula. Se considera
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en este trabajo ahondar en el tema de la reactividad del tiolato, correlacionando la misma con la nucleofilia y
las constantes de acidez. Se pretende comprender la relacién entre la acidez y la nucleofilia de tioles, y por lo
tanto construir un marco de referencia dentro del cual se pueda comprender en el futuro la reactividad de
tioles proteicos. Esto permitird plantearnos hipdtesis sobre el modo en que la nucleofilia puede encontrarse

afectada, en caso de que lo este, o en caso de que no, que factores no estarian influyendo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Generales
El objetivo general de éste trabajo es estudiar las constantes de acidez de tioles de bajo peso molecular por
una metodologia de reactividad, para construir correlaciones de Brgnsted que permitan establecer la influencia

de la nucleofilia a través de la reaccion de alquilacion con monobromobimano.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Objetivo especifico 1.

Determinar el pK, y nucleofilia de diferentes tioles de bajo peso molecular.

2.2.2. Objetivo especifico 2.

Determinar factores estructurales, electrostaticos y de interacciones débiles que afectan la nucleofilia del

tiolato de la sulfirredoxina humana, en algunas condiciones de unién a sustratos.

De este modo poder establecer la reactividad sobresaliente de la cisteina en estudio y ademas detectar los

factores que aportan a la especificidad de la reaccion enzimatica que cataliza.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Reactivos y materiales

Los reactivos quimicos utilizados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Applichem, Acros o Amresco. El glutation
(GSH), la N-acetil-cisteina, el L-cys-etiléster, el b-mercaptoetanol (B-ME) y el monobromobimano (mBBr)
corresponden a Sigma-Aldrich. La cisteamina, ditiotreitol (DTT), el acido mercaptoacético o tioglicélico, el
DTNB, el MES, el TRIS, el ACES, y el ATP corresponden a Applichem. La cisteina (Cys) corresponde a Amresco, y

por ultimo el DTPA corresponde a Acros.

El vector de expresidon de hSrx fue gentilmente cedido por Bruno Manta, en la forma de crioinéculo, a partir del

cual se llevo a cabo la expresién de la misma.

Las medidas de cuantificacion de tioles fueron realizadas en un espectrofotometro Varian Cary 50 UV-visible

usando las cubetas apropiadas.

Los espectros, medidas de fluorescencia, y cinéticas de pseudo-primer orden para aquellas reacciones muy
rdpidas (t;/, aproximadamente 2-3 minutos) fueron llevados a cabo en el Fluorimetro Aminco Bowman Series 2,
conectado al accesorio Stopped-Flow (ProK.2000 Rapid Kinetics System; Applied Photophysics, Leatherhead,
UK) con un tiempo muerto de 8 ms y paso éptico de 10 0 2 mm.

El conjunto de cinéticas de pseudo-primer orden correspondientes a las reacciones mds lentas (t;
aproximadamente 38 minutos), fueron realizadas en el lector de microplacas absorbancia/fluorescencia UV/vis

con capacidad de obtencién de espectros Varioskan Flash.

3.2. Produccion, purificacion y caracterizacion de hSrx

3.2.1. Cultivo e induccion

El stock de hSrx se obtuvo a partir de la expresidon del vector pET15b-hSrx en bacterias E.coli de la cepa
XL1Blue. Se encuentra en el laboratorio un crioindculo de bacterias ya transformadas capaz de producir la hSrx
(EC 1.8.98.2) humana, segun la ubicacion en el vector expresara una proteina con una secuencia N-terminal

compuesto por una cola de 6 histidinas y un sitio de corte a trombina [68] a partir de las cuales se generaron
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los cultivos. Se generaron crioindculos de la cepa BL21 (DE3) plus que son para seguir trabajando y de la cepa

XL21 Blue que son para la conservacion del plasmido.

El pldsmido recombinante fue disefiado para que la célula responda a la presencia de IPTG en el medio
favoreciendo la produccién de la proteina de interés. Se usé el medio Luria-Bertani (LB) (contiene por cada
litro de medio 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl), para el crecimiento de las
bacterias. La adicién de ampicilina en concentracion de 100 ug/ulL convirtié a los cultivos en selectivos para
nuestras bacterias que poseian resistencia por la presencia del plasmido. Se prepard un erlenmeyer de 50 mL
que contenia 10 mL de medio LB y 50uL ampicilina, se inoculd con el crioindculo y se dejé overnight a 30 °C
(aproximadamente 14hs). Luego se procedid al cambio de escala, para lo cual se utilizd un erlenmeyer de 5L
que contenia 1L de medio LB, 50uL de ampicilina y los 10mL de cultivo. Se dejaron crecer durante 3hs a 37 °C
hasta una turbidez (medida a 600 nm) de 0.6 y se indujo la expresion de nuestra enzima con IPTG 250uM, 37
°C y 4hs. Una vez finalizada la induccién comenzé la cosecha, para esto se centrifugaron los cultivos con la
intencién de recoger las bacterias que decantan en el fondo. La centrifugacién fue a 5000g durante 20 min. El
sedimento de células recogido del litro de cultivo fue resuspendido en PBS y centrifugado nuevamente a 5000g
durante 20min. El pellet obtenido fue de 3.68gr. Se resuspendieron los pellets en un amortiguador de lisis
conteniendo 50mM NaH,P0O,, 300mM NaCl, 20mM imidazol, e inhibidores de proteasas (1Img/mL lisozima,

5uM pepstatina, 10ug/mL aprotinina, ImM PMCF, 20 ug/mL Dnasa concentraciones finales).

3.2.2. Preparacion del extracto libre de células

Luego de una hora de agregado el buffer de lisis, se procedié a lisar las células mediante ultrasonido, con 3
ciclos de 2min a maxima potencia, en hielo, dejando intervalos de 1 min para que se enfrien las muestras

tratadas.

El sonicado se centrifugé a 20000g durante 1 hora a 4 2C. La proteina se encontraba en el sobrenadante, por
lo que se guardd en la heladera a 4 2C y se le agregaron inhibidores de proteasas nuevamente. Se tomd una

muestra para la electroforesis.

3.2.3. Cromatografia de afinidad a metales inmovilizados
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El primer paso de la purificacién consistid en la realizacion de una cromatografia de afinidad por metales
inmovilizados (IMAC), se utilizé una columna Histrap de 5mL, donde la proteina se ve retenida en la columna
dada la afinidad de los residuos histidina por los iones niquel inmovilizados a la matriz. Se pasé todo el volumen
del lisado de las bacterias (aprox 20mL), se ajusté el flujo a ImL/min, y se recogié en una fraccion todo aquello
qgue no se une, la fraccién no unida (F1). Luego se procedio a la elucidn de la proteina utilizando un gradiente
de imidazol 60-500mM. Para ello se comienza utilizando una mezcla de 10mL del amortiguador de unién®
(20mM imidazol) y 1mL del amortiguador de elucién® (500mM imidazol), correspondiendo a 64.3mM imidazol,
se obtuvo la F2; de igual modo se continué con diferentes mezclas de ambos amortiguadores, 116mM, 212mM

y 500mM, obteniéndose las fracciones F3, F4, F5 y F6 respectivamente.

Se tomaron alicuotas de cada fraccion para luego ser separadas por una electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE), a modo de determinar la presencia de la proteina en las diferentes fracciones para decidir cual utilizar

en un segundo paso de purificacién y monitorear los contaminantes aun remanentes.

3.2.4. Digestion con trombina

Una vez finalizado el primer paso de la purificacion, se guardd la proteina en la heladera durante 24hs y luego
se procedid a la protedlisis de la cola de polihistidina con trombina. Se utilizé una concentracién final de
trombina de 3 U/mg de proteina, se partié de un stock 200 U/mL y se le agregdé 1mM DTT. La muestra
permanecié toda la noche a temperatura ambiente, para luego continuar con el segundo paso de purificacion.
También en este paso se guardd una alicuota pre-trombinizacion y post-trombinizacién para la

correspondiente electroforesis.

3.2.5. Cromatografia de exclusién molecular

El segundo paso de purificacion consistio en realizar una cromatografia de exclusion molecular (SEC) utilizando
una columna Superdex 200 preparativa, (GE healthcare), equilibrando la misma con un amortiguador fosfato
de sodio 50mM pH 7.4 con 150mM NaCl, 0.1mM DTPA. La fraccidon F4 excluida en la columna IMAC fue

concentrada utilizando los centricones Amicon Ultra 5K de Millipore (debido a que el peso molecular de la hSrx

! Amortiguador de unién: 50mM NaH,PO,, 300mM NacCl, 20mM Imidazol a pH 8.

2 Amortiguador de eluciéon: 50mM NaH,P0O,4, 300mM NacCl, 500mM imidazol a pH 8.
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es 13kDa) hasta obtener un volumen final de 500, se filtré el concentrado antes de pasarlo por la columna.
La columna sembrada se acopla a un sistema de cromatografia liquida (AKTAFPLC™, GE Healthcare) con un

flujo de 0.5mL/min deteccidn espectrofotométrica en linea y coleccidn de fracciones automatizada.

Se guardé alicuota de las fracciones mas relevantes para ser sembradas en un gel de electroforesis.

3.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las fracciones de la purificacion se analizaron por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
discontinuo (SDS-PAGE) con entrecruzamiento del 12 % para el gel de resolucidon y de 5 % para el gel
concentrador, la desnaturalizacidn de la muestra se realiza con calentamiento a 100 °C durante 3 minutos, en
amortiguador de carga, detallado como trishidroximetilaminometano (Tris) 62.5 mM pH 6.8, con dodecil
sulfato de sodio (SDS) 2 %, glicerol 10%, B- mercaptoetanol (B-ME) 10% y azul de bromofenol 0.01 %. En todos
los casos los experimentos de SDS-PAGE se realizaron de esta manera. El revelado de las proteinas se realiza

por tincién con azul de Coomasie.

3.3. Procedimientos Generales

3.3.1. Reduccion de tioles proteicos

Para la reduccién de los tioles proteicos, la proteina de interés se incubd con 10 mM ditiotreitol (DTT) en el
amortiguador adecuado durante 30 min a temperatura ambiente (TA). El exceso de reductor fue removido
mediante utilizacién de una columna de gel-filtracién PD10, previamente equilibrada con un amortiguador 2x:
Tris 30mM, acido acético 15mM y Mes 15mM con DTPA 0.2mM y NaCl 240mM, a diferentes pHs medidos
luego de cada reaccién y a concentraciones variables de NaOH. A las fracciones recolectadas de la columna, se

les determiné el contenido en tioles y se midié su absorbancia a 280nm para determinar su concentracion.

3.3.2. Cuantificacion de tioles de bajo peso molecular y proteicos

La cuantificacidén de tioles proteicos se realiz6 mediante el método de Ellman [80] que se basa en la reaccidon
del acido ditionitrobenzoico (DTNB) con los grupos tiol proteicos produciendo el anién coloreado 5-tio-3-
nitrobenzoato (TNB") el cual es cuantificado por su absorbancia a 412 nm (g = 14150 M'cm™)[81]. Las muestras

se incubaron con DTNB (200uM) en exceso en el amortiguador utilizado para el experimento a temperatura
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ambiente. En todos los casos se realizé un control sin tiol o proteina dado que a pH alcalino el DTNB puede

hidrolizarse dando lugar a la liberacién de TNB".

3.3.3. Herramientas computacionales

Todas las graficas y ajustes matematicos fueron realizados usando el programa Origin 8.0 (Microcal, USA).

El andlisis de la secuencia primaria de las proteina de interés se realizd utilizando las herramientas disponibles
en el sitio del ExPASy (http://expasy.org) cuyo SWISS PDB entry es Q9BYNO (SRXN1_HUMAN), obteniéndose el
nombre de Sulfiredoxin-1 correspondiente a la familia de las oxidoreductasa y cuyo numero es EC=1.8.98.2
[82]. La estructura tridimensional de la sulfirredoxina humana, asi como calculos y visualizaciones presentadas
en este trabajo se realizaron a partir del archivo PDB correspondiente a la proteina de interés depositado en el

Protein Data Bank (http://www.rcsb.org), con el cédigo de acceso 1xw3 [83].

Los valores de pK, fueron calculados por el servidor PROPKA (PROTEIN PKA PREDICTOR)

(http://propka.ki.ku.dk/). Este utiliza un método basado en relaciones empiricas que usa coordenadas 3D [84].

3.4. Reaccidn de alquilacion con monobromobimano (mBBr)

Para determinar el pK, de tioles de bajo peso molecular y tioles proteicos se emplea la alquilacidon con
monobromobimano (mBBr) donde el alquilante genera un producto detectable. EI monobromobimano (mBBr)
es una opcién que brinda relativa rapidez y muy buena sensibilidad. El reactivo alquilante no es fluorescente
(figura 13), mientras que el tiol alquilado posee una emision fluorescente intensa con A =396 nm, A = 460 -

482 nm; ecuacion (9).

b
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La alquilacién con mBBr ofrece otras ventajas por ser una reaccién relativamente limpia con un solo producto
posible por cada tiol, que usa un reactivo eléctricamente neutro cuya velocidad de reaccidn no se vera afectada
por cargas eléctricas locales en la superficie de la proteina, y que no tiene equilibrios dcido-base que puedan
complicar el analisis. Ademas, el producto de alquilacién con monobromobimano no presenta cambios en la

intensidad de fluorescencia con el pH de la reaccién.

La reaccion permite, en teoria, la alquilacidon sucesiva de tioles de diferente pK, en la misma proteina.
Adicionalmente, el producto fluorescente es sensible a los cambios en la polaridad del medio lo que permitiria
evaluar la accesibilidad del disolvente al sitio del tiol en estudio. Finalmente, el mBBr puede funcionar como
receptor en una transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) cuando el donador es un
triptéfano, si se conoce la ubicacion relativa de diferentes tioles con respecto a los triptéfanos de una proteina
y a partir de la presencia o ausencia de FRET se podria identificar cual de los tioles es el que se estd alquilando

[85] (Figura 13b).
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Figura 13. Espectro de emision del mBBr en buffer (a) y Espectro de emision de la Srx con mBBr a 37 °C en buffer
(b). Se utilizé una [mBBr]y = 52.4uM, [hSrx]= 3.96 UM a pH 8.1y una A¢= 280 nm. El registro se llevo a cabo cada 5
min.

Al realizar el espectro de emisidn del monobromobimano en buffer (Figura 13a), se observa que el mBBr

presenta un pico de emisidn a 482nm. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia es muy baja (I max = 0.24
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URF) respecto a la intensidad de fluorescencia emitida por el producto de alquilaciéon (I max = 0.48 URF)

(Figura 13b).

El monobromobimano presenta autofotdlisis, por lo que sufre descomposicion en presencia de luz, sin
embargo este fendmeno a la longitud de onda de 280nm es de menor magnitud. Ademas se debe considerar el
efecto de filtro interno, el cual ocurre porque otra molécula, en este caso el monobromobimano, absorbe las
longitudes de onda en la que el fluoréforo emite radiacion. Se observa un pico de emisidn en el espectro de
monobromobimano (Figura 13a) en 340nm, region donde emite el triptofano de la hSrx. Por lo que una parte
de los fotones emitidos por el fluoréforo pueden ser absorbidos de nuevo. Los efectos del filtro interno
cambian el espectro y la intensidad de la luz emitida y, por tanto, deben ser considerados al analizar el

espectro de emision de luz fluorescente.

En la figura 13b se observa una disminucidn de la fluorescencia del triptofano de la proteina y un aumento de
la fluorescencia del producto alquilado a una A.,, 482nm aproximadamente. Se confirma la transferencia de

energia de una cromoforo excitado a otro cromaéforo.

Por lo tanto, se determind el pK, de tioles de bajo peso molecular por medio de la reaccién antes descrita y en

condiciones estandarizadas de temperatura (37 °C) y fuerza iénica (0.15 M).

3.5. Determinacion de las constantes de velocidad de reaccion

3.5.1. Tioles de bajo peso molecular

Para llevar a cabo la determinacion de las constantes de velocidad se utiliz6 el método integral en condiciones

de pseudo primer orden. El experimento se dispone de modo que [AO] >> [BO] o viceversa. Si hay un gran

exceso de A con relacidn a B, la concentracidn de [A] no presentard un cambio significativo durante la reaccién.
Obsérvese que la expresion de velocidad tiene la misma forma y la misma solucidén integrada que una reaccion
de primer orden.

Los datos se ajustaron a la ley de velocidad integrada descrita en la ecuacién (10):

[A] = [A\)] e("‘t) + Anf + bt (10)
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Donde A es la variable dependiente (la fluorescencia en este caso) del tiempo (t), k la constante cinética de
primer orden observada, k., y el término b es la pendiente de la desapariciéon de producto dependiente de
OH". La determinacion de k. a diferentes concentraciones iniciales de tiol permite la determinacién de la
constante de segundo orden aparente, k, de la reaccién bimolecular entre tiol y monobromobimano, tal que,

K,pe = K, [tiol ]

obs
Mediante la manipulacién de las concentraciones iniciales, hemos convertido una reaccidon bimolecular en una
reaccion de pseudo-primer orden. Sin embargo, a diferencia de una reaccién de primer orden, en este caso no

obtendremos el mismo valor de k., en experimentos realizados con distintas concentraciones iniciales de [Ag].

Las reacciones se realizaron en amortiguadores cuya fuerza iénica se mantiene constante (4 = 0.15) en el
intervalo de pH de interés, (6 < pH < 12), a 37 2C y en condiciones de pseudo-primer orden para los tioles de
bajo peso molecular, con el tiol como reactivo en exceso.

En todos los casos, los tioles de bajo peso molecular se prepararon en amortiguador 4x: Tris 120mM, &acido
acético 60mM, MES 60mM y NaCl 0.48M con DTPA 0.4mM a diferentes pH medidos luego de cada reacciény a
concentraciones variables de NaOH. Para realizar los experimentos a pH mayores a 9 se utilizé un amortiguador
4x: Tris 62.4 mM, Aces 120mM, etanolamina 62.4 mM y NaCl 0.48M con DTPA 0.4mM

Las determinaciones de constantes de velocidad de alquilaciéon se realizaron en general en el lector de
microplacas ya que permite utilizar volimenes pequefios y realizar varias determinaciones en paralelo. Para un
analisis espectral mas detallado se empleé el fluorimetro Aminco Bowman con el accesorio de Stopped-Flow.
Se llevaron a cabo reacciones a pH basico, cercano a un valor de 11.5, por lo que al tratarse de cinéticas muy
rapidas, su estudio se realizé en el stopped flow asociado al fluorimetro, donde se coloca amortiguador fosfato
a pH 12.5 en una jeringa y el tiol con el monobromobimano y acido clorhidrico 500 uM en la otra, de modo de
evitar comienzo de la reaccidn antes de tiempo. La reaccién se dispara mediante el mezclado rdpido (< 8ms) de
iguales volumenes de cada jeringa en condiciones de exceso molar de tiol y se registra la aparicién en la

fluorescencia del producto alquilado (Ao =396 nm, A, = 482nm) durante un intervalo de 0 a 120 segundos.
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3.5.2. Tioles proteicos

Las constantes de velocidad de reaccidon para los tioles proteicos se determinaron utilizando el método
integral. Se desarrollé un abordaje experimental donde se siguié la desaparicion de la fluorescencia del
triptéfano de la proteina a medida que la proteina reacciona con el monobromobimano (Figura 13b). Es decir,

por la transferencia de energia resonante desde el triptéfano de la hSrx al producto de alquilacién:

Excitacidon del Trp (Aexc = 280nm) —» FRET — Emision del Trp (Aem= 340nm)

En el experimento se realiza en condiciones de pseudo-primer orden, utilizando un exceso de
monobromobimano de al menos 10 veces la concentracidon de proteina a un valor de pH. La proteina ya
reducida con DTT se siembra en una microplaca para fluorescencia junto con amortiguador acido (MES 60mM,
acido acético 60mM, DTPA 0.4mM, NaCl 540mM), agua y diferentes concentraciones de monobromobimano.
(65uM - 260uM). En el equipo se inyecta el amortiguador basico (Tris 1220mM, NaOH 95mM). Este ensayo se
realizd también en presencia de uno de sus sustratos (ATP). En cada caso se compara la nucleofilia esperada
con el pK, determinado a fin de saber si la reactividad frente a la reaccién con mBBr esta alterada de la misma

forma que en las reacciones que la proteina cataliza.

3.6. Determinacion de pK; y nucleofilia

3.6.1. Tioles de bajo peso molecular

El registro de la fluorescencia a A¢yc = 396 nm y un A, = 482 nm, permitid la determinacién de las constantes

de pseudo primer orden, ko,s, por medio de un ajuste exponencial (ecuaciéon (10)).

A partir de las constantes de pseudo primer orden (ko) obtenidas para cada una de las diferentes
concentraciones de tiol, siempre manteniendo un exceso de por lo menos 10 veces respecto a la concentracion
de monobromobimano, se procedid a realizar un grafico de k. en funcion de la concentracion de tiol utilizado.
Utilizando un ajuste lineal en el programa Origin 8.0, se obtiene la constante aparente de segundo orden de la

reaccion en estudio a un determinado valor de pHy a 37° C, para cada uno de los tioles en cuestion.
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Para determinar el pK, de estos tioles de bajo peso molecular, se realizaron las corridas cinéticas a diferentes
valores de pH. Se realizé un perfil de pH de la constante de reacciéon vy se lleva a cabo un ajuste a un pKk,

(ecuacion (11)) o un ajuste a dos pK, (ecuacién (12)) en el programa Origin 8.0.

k — al[H+]+a2Kal
[H']+ Ky

(11)

Donde a; y a, corresponden al valor de constante de velocidad de segundo orden independiente de pH para el
tiol y el tiolato, respectivamente. K,; corresponde a la constante de acidez y k corresponde a la constante de

velocidad de segundo orden aparente.

a a
k — al + 2 + 3 (12)
Kal KalKaZ [H+] Kaz [H+]2 [H+]
o +1+ & + +1
[H ] [H ] K [H ] KalKaZ Ka2

al

Donde a4, a, y a; corresponden al valor de constante de velocidad de segundo orden independiente del pH
para las especies protonadas (a,) y para las especies ionizadas (a, y as). Ky, K, corresponden a las constantes

de acidez y k corresponde a la constante de velocidad de segundo orden aparente.

3.6.2. Sulfirredoxina humana

El método de velocidades iniciales fue utilizado para la determinacién del pK,, el cual se basa en un andlisis
preciso de la formaciéon de producto en las etapas tempranas de reaccidon. Durante dicho intervalo, las
concentraciones de los reactivos han cambiado de forma despreciable, y la pendiente de un grafico [producto]
en funcidn del tiempo define la velocidad inicial, denominada como v, [86]. Una vez que el valor de velocidad
inicial ha sido determinado bajo un conjunto de condiciones, el procedimiento puede ser repetido variando las

concentraciones de reactivos.

Para el caso de la proteina en estudio, la reaccién se puede seguir por la fluorescencia directa del producto o
por la transferencia de energia resonante desde el triptéfano de la hSrx al producto de alquilacién. Por lo que
la pendiente de un grafico intensidad de flurorescencia del producto alquilado en funcién del tiempo define la
velocidad inicial.

Para este caso, a fin de economizar reactivos valiosos el perfil de pH se realiza a una sola concentracién de

proteina y de mBBr, simultdaneamente a todos los pHs deseados. El valor de pK, se obtuvo realizando un perfil
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de pH para una concentracién de proteina y una concentracién de mBBr a 372 C. Los resultados obtenidos de
los cursos temporales en condiciones de velocidad inicial, se analizan a través de la pendiente de aumento de
la fluorescencia a cada pH, cada valor de pendiente es proporcional a un valor de velocidad inicial. El perfil de

pH asi obtenido se ajusta a una funcién de pH apropiada para la determinacién del valor del pK,.

Para comparar la nucleofilia de un tiol de bajo peso molecular con un tiol proteico es necesario obtener la
constante de velocidad. Por lo tanto se determindé una constante de velocidad de reaccion por el método
integral descrito anteriormente. El procesamiento de los datos obtenidos luego de la corrida cinética se realizé
por medio de un ajuste a una exponencial (ecuacién (10)). Se obtienen valores de k., para cada una de las
concentraciones de mBBr utilizadas, se procede a realizar un grafico k. vs [mBBr]. A partir de un ajuste lineal
se obtiene la k., dependiente del pH para la reaccién de la sulfirredoxina con mBBr a 37 2C. Con el valor de kg,
obtenido a un pH de reaccidn y el perfil de pH al inicio de reaccion, se extrapolan el resto de los valores de k.
De esta forma se obtiene el perfil de pH adecuado para poder comparar con el de los tioles de bajo peso

molecular.

3.7. Construccion de correlaciones de Brgnsted

Con los valores de constantes de velocidad independientes de pH para las reacciones con monobromobimano y
los pK,s obtenidos se construyd una correlacion de Brgnsted. Esta correlaciéon de Brgnsted servira como marco
de referencia para la ubicacidn de cisteinas proteicas “normales”, es decir, que caen en la ubicacidn esperada

por la correlacidn, y aquellas cuyo pK, o cuya nucleofilia estan alterados por el entorno proteico.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Expresion y purificacion de hSrx

La primera parte de esta tesis consistid en la expresion y purificacion de la proteina sulfirredoxina humana
(hSrx) con el fin de cumplir con el segundo objetivo especifico. Se usé como base el protocolo publicado por
Chang y colaboradores [68], el cual se modificd con el objetivo de aumentar la cantidad y calidad de la muestra

obtenida.

Se siembran en un gel desnaturalizante las alicuotas guardadas correspondientes al lisado de las bacterias, a
una muestra de la resuspension del pellet sonicado, y a las fracciones obtenidas de la IMAC. A modo de
determinar la presencia de la proteina en las diferentes fracciones para decidir cual utilizar en un segundo paso

de purificacion y monitorear los contaminantes alin remanentes. (Figura 14)

Como se observa en los carriles 7 y 8 (Figura 14), se encuentra presente la proteina (aproximadamente 14 kDa).
Sin embargo, esta fraccion eluida no presenta Unicamente la proteina de interés, sino que dado el nimero de

contaminantes remanentes se requiere un segundo paso de purificacion.

10 Figura 14. Gel de electroforesis SDS-
150kDa

102kDa PAGE 12% de las primeras etapas de la

76KDa purificacion de hSrx. Carriles 1:

o210 Marcador de peso molecular; 2: lisado
a

de bacterias inducidas; 3: vacio; 4:

380a Fraccidn no unida (FNU); 5:lavado 1; 6:
31kDa fraccion 14; 7: fraccion 15; 8: fraccion

16; 9: fraccion 17; 10: vacio.
24kDa

17kDa

12kDa

El perfil de elucion de la cromatografia de exclusion molecular (Figura 15) indica que la proteina se encuentra
presente en un pico correspondiente al de las fracciones de elucién B8-B10, correspondiente a un volumen de

retencion de 104mL.
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Figura 15. Perfil de elucion de la sulfirredoxina humana en
cromatografia de exclusiéon molecular (SEC). Se sembraron 500 pl de la
Fraccion 16 (carril 8 de figura 14) concentrado vy filtrado en una columna
Superdex 16/60 200 (GE) acoplada a un FPLC AKTA Purifier con flujo de
0.5 mL/min y deteccién en linea a 280 (-). El pico central (fracciones B8-

B10) fue colectado y concentrado.

La electroforesis desnaturalizante correspondiente a las fracciones obtenidas por la cromatografia se muestra

en la figura 16, las alicuotas guardadas correspondientes al paso de trombinizacién también fueron sembradas.

102kba Figura 16. Gel de electroforesis SDS-PAGE 15%

para las ultimas etapas de la purificacion de la
hSrx. Carriles 1: MPM; 2: 20 pL del lisado
concentrado; 3: 20 puL de muestra pre
trombinizacion; 4: fracciones B8-B10 de SEC; 5:
vacio

76kDa

52kDa

38kDa

31kDa

24kDa

17kDa

12kDa
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El analisis de la composicion de las fracciones en los distintos pasos de la purificacion realizada mediante
electroforesis (Figura 15 y 16), muestra un enriquecimiento progresivo en una banda de = 14 kDa

correspondiente al mondmero de hSrx.

Ademds, se determind la masa molecular de la muestra luego de realizada la SEC con un espectrémetro de
masa 4800 MALDI TOF-TOF Analyzer (Applied Biosystems) utilizando el modo lineal positivo. Se utilizé acido
sinapinico como matriz y se calibré de forma externa la medida utilizando una mezcla de péptidos estandares

(Applied Biosystems).

14540 21

1373830

1013134 1473480

1630023

I miaz maira oEE 2013 2907

Figura 17. Espectro de masa de la sulfirredoxina humana. Se utilizé MALDI TOF/TOF en el modo lineal positivo. Se
registrd el espectro de masas de la Srx sin digerir y de la Srx post trombinizacion. Se indica la masa molecular de las
especies monocargadas predominantes.

Como se puede ver en el espectro de masa (Figura 17), se encuentra una masa de la proteina monomeérica sin
cola de 14540 Da y una fraccién de proteina que no ha sido trombinizada, es decir con cola, correspondiente a

16300 Da.

Se cuantificé la concentracion de proteina total, considerando que la muestra presenta mayoritariamente la
proteina hSrx, la concentracion de proteina se determind por su absorbancia a 280 nm usando el coeficiente de
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absortividad molar de la proteina nativa ya reportado [82], siendo este de € = 12950 M'cm™. Se obtuvo una
concentracién de proteina stock de 87.3 uM que luego fue almacenada en el freezer a -20° C para su posterior

uso.

4.2. Determinacion del pK,y la nucleofilia de tioles de bajo peso molecular

La segunda parte de esta tesis consistid en la determinacién del pK, y nucleofilia de diferentes tioles de bajo

peso molecular, y la construccién de la correlacién de Brgnsted correspondiente.

Los tioles de bajo peso molecular ensayados y estudiados fueron los siguientes, cisteina (Cys), L- cisteina etil
éster (CysEE), cisteamina, glutation (GSH), 2-mercaptoetanol (2-ME), 2-mercaptoacético, 2,3-

dimercaptosuccinico (2,3-DMSA), captopril, N-acetil cisteina (N-acCys).

Como fue descrito en el apartado correspondiente a materiales y métodos, se determinaron las constantes de
pseudo primer orden, ko, por medio de un ajuste exponencial (Figura 18a). Para el conjunto de k., obtenidos
se procedio a realizar un grafico en funcidn de la concentracién de tiol utilizado, (Figura 18b), con el objetivo de
obtener la constante aparente de segundo orden de la reaccién (k,,,) como la pendiente de un ajuste lineal.

Como se puede observar en el grafico, la reaccién se vuelve mas rdpida a medida que el pH aumenta.

101
0.008
8
6. 0.006
'S
4 o
) o [l
4 2 0.0044
xo
24 0.002
+—77"——T——T T 0.000 =—"/4+»—"v+—+—7T"—"—"T"—"—"T""T"—"T"—"T"—"T"—T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
tiempo (s) [captopril] (uM)
Figura 18a. Cursos temporales de la reaccion Figura 18b. Determinacién de la constante de
de captopril con mBBr en condiciones de velocidad de segundo orden aparente. Se muestra
pseudo-primer orden. [mBBrl, = 2 uM y la reacién a pH = 7.73 () y pH = 8.16 (®).

[Captoprilly =47 uM a pH 7.73.
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Por lo tanto, se midieron las k,,, a distintos pH de reaccion y se graficaron (Figura 18c). Los datos obtenidos
fueron ajustados a una apropiada funcién de pH de acuerdo al nimero de equilibrios de ionizacion observados.
La curva mostré un cambio de pendiente, la cual fue ajustada a un modelo de un pK, de acuerdo a la ecuacién

. . - 1 -1 .
* ’ a L] .
(11). Los mejores valores ajustados fue, un pK, de 9.7, y kgs de 1650 Ms™ para el caso del captopril

Figura 18c. Determinacion del pK, y constante de

velocidad de segundo orden del captopril. El
1000 - cambio de pendiente en el ajuste corresponde al
o/" pK, experimental, (9.7 * 0.1). Los parametros
obtenidos del ajuste fueron, a; = 0, a, = 1650 +
191, pK,= 9.7+ 0.1
100+
%
=
_~<§ y,
10
B
E
1_ T T T T 1
6 7 8 9 10 11

Se observé en algunos experimentos un decaimiento en la fluorescencia del producto alquilado, (Figura 19),
indicando la presencia de otra reaccidn que interferia con la reaccién de interés. Esta segunda reaccién podria
deberse a la reaccién del OH en solucién con el anillo del bimano,la cual ya ha sido descrita [87], para dar lugar

a un producto de hidrdlisis de anillo abierto, el cual no fluoresce (ec. 13)

0
N OH~ NH COO~

NN~ \,{,\#\

RS RS

(13)
La desaparicion del producto es relativamente lenta y su interferencia puede ser evitada aumentando la
concentracién de reactivos para hacer la reaccién mas rapida. La reaccidn de interés fue convenientemente

seguida en un equipo de cinética rapida (stopped flow).
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Figura 19. Reaccién de cisteina etil éster con mBBr a pH 7.42. Se

observa un decaimiento de la fluorescencia luego de comenzada la

reaccion.

Es asi que se procedid a realizar cinéticas rdpidas para los tioles en estudio a pHs muy alcalinos.

Se utilizaron los datos obtenidos en el stopped flow en conjunto con los obtenidos anteriormente,

construyendo el perfil de pH para cada uno de los tioles. (Figura 20)
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Figura 20. Perfil de pH para 2,3-DMSA, b-mercaptoetanol, N-acetilcisteina, 2-mercaptoacético,
cisteina etil éster, glutation, cisteamina y cisteina, en el intervalo de pH de 6-12. Obteniéndose los 59

valores de pK, y k, para cada uno.



Se observa que algunos de los tioles ajustan a una funcion de dos pK, en lugar de a una funcién
correspondiente a un pK,, lo cual no era lo esperado dado que contamos solo con un grupo tiol. Si analizamos
el caso de la cisteina, por ejemplo, la misma se encuentra formada por un grupo amino, un grupo carboxilo y
un grupo tiol. El grupo amino esta muy cercano al grupo tiol, podria encontrarse protonado o no, provocando
entonces la presencia de otro valor de pK,. Los valores experimentales obtenidos para la cisteina son pK,1 =
8.10 £ 0.2 y pK,2 = 10.5 £ 0.1. Sin embargo, la N-acetil cisteina ajusta a una funcion de un pK,, indicando que la
presencia de un grupo amida no estaria afectando en la protonacion del grupo tiol. Esto se explica por que el
pK, del grupo amida es aproximadamente de 14, mientras que el pK, del grupo tiol de la cisteina es de 9, no

interfiriendo.

A continuacién, se resumen todos los valores de pK, experimentales obtenidos para los diferentes tioles

ensayados (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de pK, obtenidos experimentalmente y valores de pK, obtenidos de NIST Critically Selected Stability
Constants of Metal Complexes.

Tiol de bajo peso molecular pK, (lit) | pKa(exp) | k(M™s™)

Cisteina etil éster (Cys EE) 6.6 6.99 72.9
9.13 1070.5

Cisteamina 8.2 8.16 176.6

11.27 1737.7

Cisteina (Cys) 8.3 7.98 124

10.57 1494

Glutation (GSH) 8.8 7.99 64.95
10.18 1126
2-Mercaptoetanol (2-ME) 9.5 9.74 775.1
N-Acetil cisteina 9.5 9.92 1192.9
2,3-Dimercaptosuccinico (2,3-DMSA) 9.54 1862.1
Captopril 9.6 9.7 1650.5
2-Mercaptoacético 10.6 10.1 2256.3
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Con la finalidad de estudiar la reactividad y nucleofilia de diferentes tioles de bajo peso molecular, se construye
una correlacion de Brgnsted (Figura 21) utilizando los valores de kgzs- y de pK, obtenidos experimentalmente

para cada tiol (Tabla 4).
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Figura 21. Grafico de correlacion de Brgnsted para distintos tioles de bajo peso
molecular con la reaccién de alquilacion con mBBr. Se observa una tendencia

entre el pK, del tiol y su reactividad, dada por la ecuacion: |ogk =0.40pK, —0.96

RS™

Como se puede observar en la figura 21, existe una tendencia lineal entre los diferentes tioles de bajo peso
molecular, donde aquellos tioles que presentan un valor de pK, alto se corresponden con valores de constante
de velocidad de segundo orden independientes del pH mayores, indicando que el tiolato es mucho mas
reactivo. Los tiolatos mas basicos (pK, alto) son mejores nucledfilos, presentan una alta reactividad a la hora de

atacar otra molécula, es decir, son mas rapidos para desencadenar un ataque.

La correlacién de Brgnsted realizada utilizando la reaccidon de alquilacién con monobromobimano confirma la
relacion entre dichas propiedades tal como ya ha sido reportado por diferentes autores pero para otras

reacciones.
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4.3. Determinacion del pK, y nucleofilia de hSrx

En la tercera parte de esta tesis se abordé la reactividad de la enzima sulfirredoxina humana.

Para ello, una vez que tuvimos la enzima purificada y con una calidad adecuada, nuestro interés particular se
centré en determinar de manera precisa el pK, y nucleofilia del residuo cisteina conservado.

Con el objetivo de incluir la reactividad de esta enzima dentro de la correlacién de Brgnsted y estudiar sus

condicionantes de reactividad.

En un principio, para llevar a cabo el objetivo especifico 2 se realizé un estudio con el programa PROPKA. Este
programa se ha creado para predecir en cuestiéon de segundos y de forma automatica los valores de pK,
basados en dicha relacion empirica. Una interpretacion tedrica y la prediccion de valores de pK, proteicos son
muy Utiles para comprender muchos problemas bioquimicos. Grupos ionizables con valores de pK,
inusualmente altos o bajos suelen encontrarse en los sitios activos de proteinas, por lo que la identificacidn de
valores de pK, puede facilitar la identificacion de sitios activos en proteinas, asi como su mecanismo funcional

[84].

El estudio tedrico utilizando PROPKA revela tres comportamientos bien diferentes en la enzima libre, la enzima
unida a ATP y la enzima unida a fosfato. Aunque PROPKA es una herramienta a menudo inexacta, es posible
esperar que los tres comportamientos sean suficientemente diferentes como para observarse mediante
nuestra reacciéon de alquilacion. Desde el punto de vista de la nucleofilia es mas dificil pronosticar el resultado,
por una parte la nucleofilia aumenta acorde con la basicidad del tiolato y por otra parte en muchos casos de
tioles reactivos en enzimas, la estabilizacién electrostdtica del ion tiolato afecta mucho su pK, pero muy poco
su nucleofilia [62]. El mejor de los escenarios posibles es aquel donde la unién del sustrato revela la reactividad
aumentada del residuo activo. Para poder observar esto realizamos determinaciones de nucleofilia en

presencia de fosfato inorganico y ATP.

Los valores obtenidos se resumen en la tabla 5, tanto para la proteina libre (PDBID:1YZS), la proteina unida a
ATP (PDBID:2B6F) como para la proteina en complejo con fosfato inorganico, un producto de la reaccién
(PDBID:1XW3). Estos valores revelan que la acidez del tiol podria depender en gran medida de los ligandos
unidos a la enzima. Asi, la proteina libre tiene un pK, calculado para la C99 de 7.35, la unién de ATP aumentaria

dicho pK, hasta 10.64, mientras que la presencia de fosfato organico, haria que el pK, disminuyera hasta 4.98.
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Tabla 5. Valores de pK, aportados por PROPKA para la Cys99 y los residuos vecinos;

His100, Argl01, Arg51 predichos a partir de la estructura de la hSrx libre

(PDBID:1YZS), unida a ATP(PDBID:2B6F) y unido a fosfato organico(PDB ID : 1xw3)

Srx libre Srx unida ATP Srx unida fosfato

pK, ubicacion | pK, Ubicacién | pkK, Ubicacion
Cys99 | 7.35 | Superficie | 10.64 | Superficie | 4.98 | Superficie
His100 | 6.52 | Superficie | 6.80 | Superficie | 6.22 | Superficie
Argl101 | 11.80 | Superficie | 11.37 | Interno 11.28 | Interno
Arg51 12.01 | Superficie | 11.18 | Interno 11.21 | Interno

Dejando a un lado el estudio computacional, se realizaron experimentos con hSrx sola, y con ATP a modo de

obtener resultados del valor del pK, y nucleofilia del residuo Cys 99.

Como fue descrito en el apartado de materiales y métodos, se adoptd un abordaje por velocidad inicial. Los

puntos correspondientes a los primeros 10 minutos se ajustaron a una linea recta, para obtener el valor de

pendiente inicial, el cual es proporcional al valor de velocidad inicial. (Figura 22)
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Figura 22. Cursos temporales de la
reaccion de hSrx con mBBr en

condiciones de velocidad inicial.

Los valores de pendiente inicial fueron normalizados dividiendo por la concentracién de monobromobimano

utilizado.

63


http://propka.ki.ku.dk/view/view.cgi?file=new_1xw3.pdb&residue=CYS99&chain=&pka=4.98&desolvation=0.00&D16=SER55,,-1.46,SHB&D17=VAL56,,-0.73,BHB&D18=ARG51,,-1.50,SHB&D19=CYS99,,-0.33,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/view.cgi?file=new_1xw3.pdb&residue=HIS100&chain=&pka=6.22&desolvation=-0.28

Estos valores de pendiente normalizada se graficaron en funcién de los diferentes valores de pH utilizados en

el rango de estudio (Figura 23).
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Figura 23. Determinacion del pKa de la sulfirredoxina humana (hSrx)
por medio de la alquilacién con mBBr. El experimento se llevo a cabo a
37° C determinando las pendientes iniciales de la reaccién en presencia
(m) ausencia de ATP (®). Se utilizé una [hSrx] = 2.4uM, [ATP]y = 1.5mM,
[mBBr], = 2.8 uM para los valores de pH acidos y una [mBBr], = 1.4 uM
para los valores de pH basicos.

La grafica de la reaccién de alquilacién de la sulfirredoxina humana (hSrx) con mBBr (Figura 23, linea roja)
muestra dos cambios de pendiente, por lo que fue ajustada a una funcidn dos pKa. Sin embargo, solo hay un
residuo cisteina en la proteina. Los mejores valores del ajuste son pK,1 =6.1+ 0.3y pK,2 =8.8 £ 0.6. A partir
de la estructura cristalografica se podria adjudicar la diferente reactividad a un residuo histidina (His100) muy
cercano a la Cys99, que podria encontrarse limitando su ionizacidn. Se han encontrado diferentes casos en la
literatura, por ejemplo para la proteina tirosina fosfatasa de Yersinia [19], donde se observa un residuo
histidina muy cercano a un residuo de cisteina en el sitio catalitico de la enzima, que altera el valor de pK, de la
cisteina. El imidazol de la histidina y el tiol de la cisteina podrian estar formando una especie zwitteridnica.
Entonces el anidn tiolato de la Cys99 podria verse estabilizado, provocando una disminucién en el valor del pK,,

respecto al valor de una cisteina libre.

Otro ejemplo es la cisteina 25 de la papaina, la cual se encuentra muy cercana a un residuo histidina en el sitio

activo de la enzima, y en donde la curva de perfil de pH de la cisteina 25 muestra dos cambios de pendiente. Al
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igual que para la sulfirredoxina solo un residuo cisteina se encuentra en estudio. Se propone entonces que el
pK, del grupo tiol se veria aumentado cuando el residuo histidina se encuentra desprotonado [62]. La
disociacion del grupo tiol de la cisteina 25 podria involucrar dos tiolatos diferentes, de acuerdo a la presencia
del imidazol, y por lo tanto se podrian determinar dos constantes de disociacidén acidas. Las dos diferentes
especies de disociacion del grupo tiol se esperan que exhiban un comportamiento diferente frente al agente
utilizado. Para nuestro estudio se observaria una diferencia de reactividad frente a la alquilaciéon con
monobromobimano. Por lo tanto, el comportamiento observado de la Cys99 de la hSrx estaria dado por la

cercania del residuo His100.

La reaccién de sulfirredoxina con monobromobimano también se realizé en presencia de ATP (Figura 23, linea
negra). No se observan diferencias significativas, sino que los valores obtenidos baja esta condicién son muy
similares a los obtenidos en ausencia de ATP, corresponden a un valor de pK,1 =5.4+ 0.4 y un valor de pK,2 =

8.6 + 2 a partir de un ajuste a dos pK,.

Por otro lado, el estudio de la reactividad y la constante de velocidad de reaccion se llevo a cabo mediante el

método integral, como ya fue explicado en la seccién materiales y métodos.

Como se muestra en la figura 24, se observa la transferencia de energia del triptéfano de la hSrx al producto
alquilado, donde se excita a una A= 280nm vy se registra la emision de fluorescencia a una A.,, = 340nm. El
ajuste de los datos a una exponencial permite obtener los valores de k., para cada una de las concentraciones

de mBBr ensayadas. (65uM, 130uM, 196uM y 260uM respectivamente).

] Figura 24. Curso temporal de la

0 reaccion hSrx con exceso de mBBr

°* a 37 2C y pH 8.39. Se registra el

"] decaimiento de la fluorescencia

2 : (o = 280nM, Agy= 340nm) del

triptéfano de la hSrx por FRET al

:z_ producto de alquilacion. Se utiliza

5'5_ una [hSrx]g = 2 uM y [mBBr]= 260
5.0 UM.

. —
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
tiempo (s)
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La determinacién de la constante de velocidad dependiente del pH se observa en la figura 25, siendo k,,, = (4.2
+ 0.2) M's™. Ademds, se realizé el experimento en presencia de ATP, el cual no muestra diferencias

significativas para el valor de constante de velocidad obtenido, siendo k,,, = (4.2 + 0.2) M™s™ (Figura 25, linea

roja).
Figura 25. Determinacion de la constante de
0.0014 4 velocidad de reaccion dependiente del pH para la
reaccion de hSrx con exceso de mBBr (linea negra) y
. , . . 0
0.0012 en presencia de ATP (linea roja). Se realiz6 a 37 C,
pH 8.37, con [hSrx]; =2uM, [mBBr] =65uM, 130uM,
195uM, 260uM vy [ATP]p = 1.4mM.
0.0010 4
—_ hSrx + ATP
K2
° 0.0008
0.0006 -
0.0004 4

5|0 I 1(I)O I 1é0 I 2(I)O I 2%0 I 3(I)O

[BB], (uM)
Se esperaba un cambio en el valor de la constante de velocidad de reaccion, dado que el ATP es uno de los
sustratos de la reaccion de la hSrx para reducir a las 2-Cys peroxirredoxina. Si bien no es del todo conocido el
mecanismo de accidn, el acido sulfinico de la Prx seria en primer lugar fosforilado, para generar un buen grupo
saliente, y posteriormente podria ser reemplazado por un tiol, obteniéndose fosfato y tiosulfinato. La Srx
participaria actuando como una fosfotransferasa dependiente de ATP para activar al grupo sulfinico de la Prx

[67].

Siguiendo en la misma linea de pensamiento, la sulfirredoxina estaria en contacto con el ATP por medio de
diferentes residuos presentes en su sitio activo (ver figura 12), entre ellos la cisteina 99. Por un lado, el tiol
desprotonado de la cisteina 99 atacaria al fosfato gamma del ATP, por lo que la unién del ATP aumentaria la

nucleofilia del tiol, pero en ausencia de ATP la cisteina 99 deberia ser menos reactiva.
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Por otro lado, podria ser que el ATP bloqueara el ataque nucleofilico de la cisteina 99, en este caso la cisteina

99 deberia ser mas reactiva en ausencia de ATP.

Sin embargo, los resultados obtenidos no apoyan ninguna de las hipdtesis sugeridas. A modo de buscar una
explicacion, se proponen dos opciones. Una opcidn es que no hay una transferencia de fosfato moderada por

la C99. De este modo la cisteina no tendria porque ser nucleofilica.

La otra opcién es que sdlo si estan los dos sustratos se vera aumentada la nucleofilia de la cisteina 99. Es decir,
en presencia de peroxirredoxina 2 sobreoxidada y ATP, se vuelva una cisteina mucho mas reactiva que

simplemente una cisteina libre.

Con el valor de k,,, obtenido a pH 8.4 y el perfil de pH obtenido con las pendientes normalizadas, se calculé el
factor de proporcionalidad y asi se extrapol¢ el resto de los valores de k,,, correspondientes al rango de pH

estudiado. (Figura 26).

1000 . {Captopril

hSrx

10

Figura 26. Perfil de pH de captoril (linea punteada) y de la sulfirredoxina

humana (linea roja)

El perfil de pH obtenido para el captopril se utilizé6 como referencia para comparar con el perfil de pH obtenido

para la hSrx. La cisteina 99 es marcadamente menos nucleofilica que el captopril. El perfil de pH de hSrx fue
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ajustado a una funcién dos pK,, donde se obtuvieron el valor de la constante de velocidad de segundo orden
independiente de pH. Siendo pK,2 = 8.7 kgzs = 12 M's™%. Sin embargo cabe remarcar, que a pH menores a 6.3

aproximadamente, la cisteina 99 de la hSrx es mas reactiva que el captopril.

Finalmente, los valores de pK, y kgs- obtenidos para la sulfirredoxina humana fueron introducidos en el grafico
de Brgnsted obtenido para los tioles de bajo peso molecular con la reaccion de alquilacion con

monobromobimano (Figura 27).
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Figura 27. Grafico de Brgnsted obtenido para la reaccion de alquilacion de tioles de bajo

peso molecular con mBBr, se introducen los valores de hSrx.

Como se puede observar en la figura 27, la cisteina de la sulfirredoxina cae por debajo de la tendencia. Esto
indica que el tiol de la Cys99 es menos nucleofilico que los tioles de bajo peso molecular para una reaccion

inespecifica como la utilizada en este trabajo.

M3ds alld de todo el analisis realizado en funcién de las estructuras cristalograficas y los valores de pKj,
proporcionados por el programa PROPKA, los resultados obtenidos en el contexto de esta tesina de grado

indican lo contrario. Es decir, no se encuentran diferencias en la reactividad (nucleofilia) de la sulfirredoxina en
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presencia o ausencia de sustratos o productos de la reaccidén pero la determinacién del pK, del residuo

cisteina99 muestra una diferencia.
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5. Conclusiones y perspectivas

Los estudios efectuados en el marco de este trabajo, han permitido profundizar en la reactividad del grupo tiol
de la sulfirredoxina humana respecto a tioles de bajo peso molecular, aportando nuevos datos al estudio de

determinantes de la reactividad nucleofilica.

Se logré satisfactoriamente la determinacion del pK, de diferentes tioles de bajo peso molecular. Por medio de
estos resultados se construyé una correlacion de Brgnsted que podra ser utilizada por otros investigadores y

para futuros experimentos de nucleofilia y pK..

Se puso a punto una técnica de determinacién de reactividad de tioles por medio de la reaccion de los mismos
con monobromobimano. Esta reaccion permitié obtener valores de pK, para tioles de bajo peso molecular muy
cercanos a los reportados y los correspondientes valores de constante de velocidad de reacciéon de segundo

orden independientes del pH.

La reaccién presenta numerosas ventajas en comparacion con otras técnicas, la deteccion de fluorescencia es
extremadamente sensible, se pueden medir constantes de reaccién con concentraciones de producto del

orden de nanomolar.

Se continuard el trabajo profundizando en el residuo cisteina conservado de la sulfirredoxina, se propone
realizar un experimento en presencia de ATP y peroxirredoxina 2, en busca de una posible explicaciéon a su

comportamiento.

A partir de la escala de nucleofilia obtenida para la reaccidon de alquilacion con monobromobimano, se
continuara caracterizando otros tioles proteicos. Se eligirdn en principio aquellos residuos de cisteina proteicos
que se conocen por ser muy reactivos en la célula y cuyos determinantes de reactividad puedan ser
modulados. Diferentes factores estructurales proteicos (interacciones de carga, puentes de hidrégeno, y
exclusién del solvente) contribuyen al aumento de la reactividad del tiol en reacciones muy especificas, pero

estos factores no implican un aumento indiscrimando en la reactividad general del tiol.
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