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Un vistazo biofisico-funcional a los sistemas redox tiorredoxina y
glutarredoxina

A biophysical-functional glance to the thioredoxin and glutaredoxin redox systems

Diego S. Vazquez e

Resumen: En este articulo de revision discutimos aspectos centrales sobre las proteinas que componen al sistema
tiorredoxina (TRX). En primera instancia se contextualiza al sistema TRX en el marco del balance redox celular y su relacién
con el estrés oxidativo. Posteriormente ahondamos en aspectos biofisicos y funcionales de las proteinas componentes del
sistema utilizando las proteinas de Escherichia coli como sistema modelo, que son la tiorredoxina reductasa, la
tiorredoxina y las peroxirredoxinas, una de las proteinas target del sistema TRX. Ademads introducimos brevemente a las
glutaredoxinas como el otro sistema proteico implicado en la mantencién del balance redox celular Palabras claves:
balance redox, estrés oxidativo,dinamica proteica e interaccion proteina-proteina.

Abstract: In this review, we discuss central aspects of the thioredoxin system (TRX). First, the TRX system is contextualized
within the framework of the cellular redox balance and its relationship with oxidative stress. Later we delve into the
biophysical and functional aspects of the components of the TRX system using the Escherichia coli proteins as a model,
such as thioredoxin reductase, thioredoxin and peroxiredoxin as one of the target proteins. We also briefly introduce the
glutaredoxin system as the other protein system involved in the maintenance of cellular redox balance. Keywords: redox
balance, oxidative stress, protein dynamics, and protein-protein interaction.

peroxinitrito (ONOO "7), este ultimo considerado
uno de los mas potentes oxidantes bioldgicos®.

campo de la Estudios realizados a comienzos del 1900 por

bioquimica de proteinas realizado a fines de los
aflos ‘60s, McCord y Fridovich relacionaron por
primera vez la actividad de Ila superdxido
dismutasa (SOD) de eritrocitos bovinos — enzima
gue cataliza en presencia de cu?, la dismutacion
del radical superdxido (O, ) en perdxido de
hidrégeno (H,0,) y oxigeno molecular (O;) — con
diversos procesos de detoxificacién celular de
especies reactivas'. Este hecho fue el puntapié
inicial para el surgimiento de numerosas
investigaciones sobre los denominados radicales
libres y metabolitos reactivos no-radicalarios
derivados del oxigeno (ROS, de reactive oxygen
species) como el radical superéxido y el peréxido
de hidrégeno, y del nitrégeno2 (RNS, de reactive
nitrogen species) como el 6xido nitrico (NO ") y el
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Moses Gomberg en reacciones quimicas sobre
compuestos inorganicos de halogenuros de
trifenilmetano  sobre  iones  metalicos’ y
posteriormente por Paneth y Hofeditz en Ia
produccion del radical metilo®>, demostraron
fehacientemente la existencia de los radicales
libres y, mas importante aun, que otras reacciones
guimicas de origen organico podrian involucrar un
intermediario radicalar. Los radicales libres suelen
generarse en pasos intermedios de ciertas
reacciones quimicas y se caracterizan por tener un
electrén desapareado, otorgandole una alta
inestabilidad vy reactivad quimica6'7. Ademas
poseen un tiempo de vida media muy corto que
oscila en el orden de los pocos milisegundos.

El radical superdxido, como muchos otros radicales
libres, es un producto de la respiracién aerébica
celular y, en eucariotas, la mitocondria es la
principal fuente de ROSE. Tanto ROS como RNS son
fisioldgicamente necesarios y a la vez
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Revision

potencialmente destructivos’. Niveles bajos o
moderados de estas especies quimicas
desempeiian roles especificos en la modulacién de
diversos procesos celulares como transduccién de
sefiales, proliferacidon celular y expresion de genes.
Por el contrario, altos niveles de ROS/RNS pueden
causar dafios irreversibles a diversas biomoléculas
esenciales como proteinas, lipidos y 4cidos
nucleicos’, lo que posiblemente lleve a la muerte
celular’’. El desbalance oxido-reductor celular
producto de concentraciones anormales de
especies reactivas es lo que se conoce como estrés
oxidativo y esta vinculado con diversas patologias
humanas  como 1213 enfermedades

cancer =,
neurodegenerativas™® y diabetes™*®.

Durante muchos afios, el H,0, fue vinculado de
manera casi exclusiva al dafio oxidativo en
células’’. Sin embargo, hoy en dia existen
numerosas evidencias que indican que el H,0,
producido es parte esencial de los complejos
sistemas de sefializacion celular y media
importantes procesos como la proliferacion,
diferenciacién y migracién celular. Para contribuir
con la homeostasis celular y evitar el estrés
oxidativo, diversas maquinarias celulares han
evolucionado para contrarrestar los efectos
nocivos de especies reactivas, tanto de origen
proteico como la SOD, las hidroperoxidasas, la
tiorredoxina reductasa, la tiorredoxina, las
glutaredoxinas, la catalasa, y las peroxirredoxinas;
y no proteico,b como el dcido ascérbico,
flavonoides, a-tocoferol, y el glutatién (GSH, y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina), este  ultimo  un
tripéptido no proteico con un enlace peptidico
inusual entre el grupo amino de la cisteina y el
grupo carboxilo del glutamato que lo protege de la
degradacidn por aminopeptidasaslg’lg.

ROL DEL SISTEMA TIORREDOXINA EN EL BALANCE
REDOX CELULAR

El sistema tiorredoxina (TRX) es el principal
sistema molecular en la célula con actividad
. 2

disulfuro reductasa®®>. Su rol es proveer

equivalentes de electrones para un numero
importante de enzimas target, y estd involucrado
de manera directa o indirecta en la sintesis de
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ADN, defensa contra el dafo oxidativo, el correcto
plegado de proteinas in vivo, el proceso
carcinogénico y manifestacion del fenotipo
invasivo de diferentes tipos de cdnceres, entre
otros importantes roles fisioldgicos.

En la mayoria de los organismos, el sistema TRX
esta compuesto por la tiorredoxina reductasa (TR),
una flavoproteina dependiente de NADPH vy la
propiamente tiorredoxina (TRX), una oxido-
reductasa dependiente de cisteina la cual es
reducida por TR (Figura 1). La TRX en su estado
reducido biolégicamente activo funciona como
agente reductor de numerosas proteinas target,
entre ellas una muy importante son las
peroxirredoxinas (PRDXs) las cuales describiremos
en detalle en las siguientes secciones.

En el interior celular el ambiente redox es
principalmente reductor gracias a la presencia del
GSH el cual esta presente en una concentracion
aproximada de 5 mM, tanto en células bacterianas
como de mamiferos, donde mas del 99% se
encuentra en su forma reducida gracias a la accidn
de una proteina constitutiva denominada
glutation-disulfuro reductasa®’. De todas maneras,
las células necesitan de sistemas reductores
especificos y altamente eficientes y uno de ellos
involucra a las TRX. El nombre tiorredoxina fue
introducido en 1964 por Peter Reichard por ser el
sustrato reductor de la ribonucledtido reductasa,
enzima esencial en la sintesis de novo de 2'-
desoxirribonucledtidos a partir de ribonucleétidos.
Las TRX son proteinas ubicuas y se expresan en
todas las formas de vida conocidas, desde arqueas
hasta mamiferos y plantas y cumplen un enorme
repertorio de roles fisioldgicos intracelulares tales
como el ya mencionado control del estrés
oxidativo, proteccidn de la agregacién oxidativa y
regulacién de la muerte celular programada
(apoptosis) mediante mecanismos de
desnitrosilacion. Ademds, poseen actividad
chaperona al promover el correcto plegado de
proteinas mediante el intercambio tiol/disulfuro y
juegan un rol importante en el ciclo infectivo de
algunos virus y fagos. Las TRX tienen ademas
actividades extracelulares, una muy importante es
la activacidon de canales transientes de potencial
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guimico dependientes de cationes los cuales
actuan putativamente como sensores quimicos
celulares. En las siguientes secciones
describiremos mdas en detalle cada una de las
proteinas de la via TRX.
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Ademds introduciremos a otro miembro
importante en el balance redox celular como son
las glutaredoxinas.

NADPH + H* |5—|5 Txnip
RNR
:I'R SH S
NADP* oxidada | | | . Msr
TRX PTEN
reducida Proteina NF-kB p21
blanco
TR
reducida T R-OH
| | PRDX
SH s TRX oxidada
oxidada R-OOH
| | SH SH
s—s
PRDX

reducida

Fig. 1: Esquema del flujo de electrones de la via tiorredoxina. La tiorredoxina (TRX) reduce proteinas oxidadas (e.g. PRDXs)
utilizando equivalentes de electrones provenientes del NADPH a través de la tiorredoxina reductasa (TR). Algunos otros
ejemplos de proteinas target de la TRX son las proteinas interactuantes con TRX (Txnip), la ribonucleétido reductasa (RNR), la
metionina sulféxido reductasa (Msr), ciertas fosfatasas (PTEN) y el factor de transcripcion NF-kB, entre otras.

EL EXTREMO REDUCTOR DE LA ViA TRX: LA
TIORREDOXINA REDUCTASA

Las TRs son flavoproteinas homodiméricas
dependientes de flavin adenin dinucledtido (FAD)
las cuales utilizan ademads nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) como donador de
electrones y pertenecen a la familia de las piridina
nucledtido-disulfuro éxido-reductasas®.

Estructuralmente, las TRs se clasifican en dos
grupos: de bajo peso molecular (low-Mr, ~35 kDa
por subunidad) y de alto peso molecular (high-Mr,
>55 kDa por subunidad). Si bien la principal
funcién de ambos grupos es reducir a la
tiorredoxina, tanto la estructura, el sitio activo
como el mecanismo de reduccién son bien
distintos. Las TR de bajo peso molecular se
encuentran en arqueas, bacterias, hongos vy
plantas y contienen dos dominios globulares
conocidos como dominio de unién al cofactor FAD
y dominio de unién a la coenzima NADPH?. Estos
dominios globulares se encuentran conectados por
dos hebras beta antiparalelas (Figura 2). El sitio
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activo, contenido en el dominio de unidén a
NADPH, incluye al motivo CxxC, ampliamente
distribuido y presente en numerosas enzimas con
actividad redox, incluyendo las tiorredoxinas?. Por
otro lado, las TR de alto peso molecular se
encuentran principalmente en mamiferos® y son
dependientes de selenocisteina de forma
obligada24 ya que mutaciones de selenocisteina (U
o Sec) por cisteina dan como resultado una
proteina disfuncional®.

LA TIORREDOXINA COMO CENTRO DE
DISTRIBUCION DE EQUIVALENTES REDOX

Recientemente, el grupo del Dr. J. M. Sdnchez-Ruiz
de la Universidad de Granada y colaboradores
lograron reconstruir mediante la construccion de
arboles filogenéticos de secuencias actuales de
mas de 200 tiorredoxinas, secuencias de nodos
precambricos de los linajes bacteria, arquea vy
eucariota que datan de entre 1 y 4 mil millones de
afios atras®.
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TR de bajo peso molecular
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Fig. 2: Estructura de TR de bajo y alto peso molecular.
Estructura de una TR de bajo peso molecular bacteriana (E.
coli, PDB ID 1F6M, arriba) y una alto peso molecular de
mamifero (Rata parda, PDB ID 1H6V, abajo) donde los
dominios de unién a FAD y NADPH estdn marcados en
naranja y azul, respectivamente. Adicionalmente se muestra
el dominio denominado interfase (rosa) en las TR de alto
peso molecular involucrado en el proceso de dimerizacion.
Ademads, se muestra la localizacion secuencial de los residuos
del sitio activo en ambos tipos de TR.

Sorprendentemente las proteinas ancestrales
“resucitadas” en el laboratorio mostraron una
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mayor temperatura media de desplegado (T) con
un incremento cercano a los 32 °C en relacién a la
TRX silvestre moderna de E. coli. Mas aun, las TRXs
mas antiguas en el arbol filogenético mostraron
una actividad marcadamente superior con
respecto a las actuales a pH 5 y similares a los
obtenidos para las TRXs actuales a pH neutro.
Estos resultados son compatibles con las
condiciones geoldgicas tempranas (altas
temperaturas y océanos acidos) de la historia de la
Tierra®’. Las estructuras tridimensionales de las
TRXs con secuencias precdmbricas comparten el

plegado prototipico TRX lo cual sugiere
fuertemente que tanto el plegado como la
actividad oxido-reductasa surgieron

tempranamente y con éxito en la historia evolutiva
y fue adaptandose progresivamente a las
condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas (fuerza
idnica, temperatura, presion, etc.) que se conocen
de los organismos actuales®%.

Las TRXs son oxido-reductasas pequeiias de
alrededor de 100-110 residuos de aminodcidos con
una topologia a/6 caracteristica que consiste en
un nucleo 8 rodeado de hélices a (Figura 3 panel
A). En particular, E. coli posee dos tiorredoxinas
denominadas TRX1, la cual denominaremos EcTRX
a lo largo de este trabajo, y TRX2 que estdn
codificadas por los genes trxA vy trxC,
respectivamentezg. ECTRX es la isoforma mas
utilizada histéricamente en estudios biofisicos y
enzimaticos. Experimentos realizados por diversos
grupos indican que, tanto en experimentos de
desplegado inducido por agentes caotrdpicos o
por temperatura, ECTRX es una proteina altamente
estable®*® con una energia libre de desplegado
(AG°\y) de ~8 kcal mol™ en su estado oxidado y
una T, de ~88 °C, lo cual la convierte en una
proteina mesdfila con cierto caracter terméfilo a
nivel de estabilidad termodinamica. En su estado
reducido, las TRXs suelen mostrar en general una
menor estabilidad termodindmica®® respecto al
estado oxidado, que en el caso particular de la
ECTRX es de ~3 kcal mol™. Ademas, la constante
cinética de desplegado de la EcTRX silvestre en su
estado oxidado extrapolada a cero concentracion
de desnaturalizante es de 9.5x107® lo cual da
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tiempo de vida medio de aproximadamente cuatro
meses, indicando que EcTRX es también una
proteina cinéticamente estable.

extensiones

Hélice C'terminal
(CTH)

Puente
disulfuro

Hélice C'terminal

- 2 )
(aH5, CTH) SN o /Q

Fig. 3: Topologia de la ECTRX. Diagrama de la topologia 2D
(panel A) y estructura tridimensional (panel B) de la ECTRX
basada en el PDB ID 2TRX. Ademas se muestran las cisteinas
Cys32 y Cys35 responsables de la actividad oxidoreductasa
en CPK.

En el equilibrio, EcCTRX se comporta como una
proteina de dos estados N-U donde uUnicamente
coexisten los estados nativo y desplegado. Desde
el punto de vista cinético, el replegado in vitro de
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ECTRX parece ser un proceso complejo, incluyendo
fases correspondientes a isomerizaciones cis/trans
de prolinas y particularmente una fase muy rapida
que podria deberse al colapso hidrofdbico del
nucleo 6 de la proteina. Si bien diversos trabajos
han caracterizado al desplegado cinético mediante
una Unica fase correspondiente al desplegado
global de la proteina®*®, existe un intermediario
de alta energia en experimentos cinéticos solo
identificable a altas concentraciones de cloruro de
guanidinio®®, un agente caotrépico fuerte
comunmente utilizado en protocolos biofisicos. En
este sentido, Hamid Wani y Udgaonkar detectaron
mediante experimentos en equilibrio y cinéticos, la
presencia de un intermediario estable y
parcialmente desestructurado en la ruta de
desplegado a pH acido®*. Sin embargo, este
intermediario es indetectable en condiciones
neutras de pH, por lo que los autores sugieren que
el intermediario es lo suficientemente inestable
para poblarse significativamente y ser detectable,
y por ello, el proceso de desplegado puede
caracterizarse mediante un modelo de dos estados
en equilibrio y cinético a pH neutro®

Importantes estudios han sido realizados en la
comprensién del rol que juega la hélice C-terminal
(CTH, ver Figura 3) en el correcto plegado vy
funcionalidad de las TRXs. Santos vy
colaboradores®?* desarrollaron un sistema de
complementacién entre la CTH y el mddulo
comprendido por los residuos 1-93 (TRX1-93) de la
ECTRX. Estos sistemas han arrojado evidencias
claras sobre la importancia de la CTH en Ia
consolidacién del ensamble nativo vy la
funcionalidad enzimatica de la ECTRX. Ademas se
demostré que la construccidn carente de la regidn
94-108 (mddulo TRX1-93) posee alteraciones
estructurales significativas las cuales anulan su
actividad catalitica®. Un efecto similar fue
observado en TraF, una proteina esencial para el
correcto ensamblado del pilus-F bacteriano, donde
la delecidn de la hélice C-terminal en la variante
TraFa4 podria conducir a la desestabilizacién global
de la proteina incluso en la interaccion con otras
proteinas como TraH®’.
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Hace ya 50 afios, Arne Holmgren determind por
primera vez la secuencia primaria completa de la
EcTRX®® y desde entonces se convirtié en una
proteina modelo de estudios biofisicos como
mecanismos de plegado, actividad enzimatica,
estabilidad termodinamica y cinética, interaccion
proteina-proteina y dindmica proteica. A mediados
de los ‘70s, la primer estructura tridimensional de
la variante silvestre de EcTRX fue resuelta por
cristalografia de rayos X en su estado oxidado a 2.8
A de resolucién®®, hecho que permitié establecer
las primeras relaciones funcionales con Ia
estructura tridimensional. Casi veinte afios mas
tarde, Katti y colaboradores™ resolvieron la
estructura de la EcTRX a 1.68 A de resolucién. En
ese mismo tiempo, la estructura fue elucidada
también por resonancia magnética nuclear (RMN)
en los estados reducido y oxidado* lo que
permitié por primera vez el analisis de los cambios
conformacionales y dindmicos que acompafian al
estado de oxidacion de la proteina®.

Si bien en términos generales, EcTRX presenta una
estructura considerablemente rigida, existen
diferencias en su dindmica interna en diferentes
escalas temporales. En los pico- y nanosegundos se
observan movimientos significativos de (I) ambos
extremos N- y C-terminales, (ll) los residuos 20-22
gue conectan la hélice aH1 con la segunda hebra 8

Tiorredoxina reducida
en su estado activo
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y () los residuos 73-75/93-94 que se localizan
cerca del sitio activo en la estructura
tridimensional. Por el contrario, sélo en el estado
reducido, la regidn 73-75 muestra una dinamica
mayor en los micro- y milisegundos en
experimentos de relajacion de “*C-RMN, lo cual
puede ser asociado con un rol funcional®.

Mecanisticamente, la actividad catalitica 6xido-
reductasa de las TRXs (Figura 4) implica en primera
instancia el acercamiento y unién a una proteina
target estableciendo una red de interacciones
entre ambas cadenas principales que alteran el
microambiente y la energética del puente
disulfuro de la proteina target”. Los mecanismos
de la catdlisis de ECTRX vy otras TRXs
representativas de los diferentes reinos de la vida
han sido estudiados recientemente en detalle a
nivel de molécula uUnica utilizando espectroscopia
de tipo force-clamp®®. Las TRXs procariotas utilizan
un par redox ditiol/disulfuro involucrado en
reacciones de 2-electrones con los targets
oxidante (e.g. PRDXs) y reductor (TR, ver Figura 1).
Este proceso es llevado a cabo por dos
mecanismos diferentes: por medio de wuna
sustitucidon nucleofilica bimolecular de tipo SN, o
mediante una reaccion de transferencia de 1-
electrén tal como ocurre en las TRX eucariotas™*.

Tiorredoxina en su
estado oxidado

no-activo
Cys32 Cys35 Cys32 Cys35 Cys32 Cys35 Cys32 Cys35
S SH S  SH 8. 25 S—s
| | £ K

~ )

—— S S S SH SH SH
Sustrato Sustrato
oxidado reducido
Proteina Disulfuro mixto

target

Fig. 4: Mecanismo de reduccion de sustratos por TRX. La reaccion involucra la reduccion de un enlace R-S-S-R de una proteina
target de TRX, llevando en ultima instancia a la formacion de un puente disulfuro entre las cisteinas cataliticas Cys32 y Cys35.

Adaptado de Vazquez et al. 2015.

En ECTRX, la secuencia —Cys3,GPCys3s— responsable
de la actividad oxido-reductasa se localiza en la
base de la hélice aH2 con Cys32 expuesta al
solvente y con un cardcter altamente reactivo. Por
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su parte, Cys35, actuando como cisteina
resolutiva, se encuentra ocluida del solvente y
rodeada de una serie de residuos altamente
conservados en secuencia de los cuales se
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presume participan de la actividad catalitica. La
reaccidén entre TRX y su sustrato comienza cuando
Cys32, que exhibe un bajo pKa que oscila entre
6.7-7.4 unidades, desencadena un ataque
nucleofilico sobre uno de los atomos de azufre del
enlace disulfuro de la proteina target. La forma
reactiva desprotonada de Cys32 (tiolato, R-S") da
lugar a la formacién de un enlace disulfuro mixto
(donde uno de los azufres pertenece a la TRX y el
otro a la proteina target) que es atacado
posteriormente por la Cys35 que actlia como
cisteina resolutiva, cuyo valor de pK; es estimado
entre 8.0-9.0 unidades, la cual se cree contribuye a
la estabilizacion de la forma desprotonada de
Cys32. Es interesante destacar que como Cys35
debe encontrarse en forma desprotonada para
resolver el disulfuro mixto, es necesario que se
produzca una alteracion transitoria clave en su
entorno quimico que disminuya su pK, y de lugar a
los pasos finales de la reaccién. Para ello se ha
especulado que el residuo Asp26, completamente
conservado en secuencia® y ocluido del solvente
tanto en TRXs procariotas“o’46 como eucariotas‘”,
juega un rol clave en la desprotonacion de Cys35,
hecho que es soportado por el alto valor de pKj, del
aspartato de 7.3-7.5 obtenido
independientemente mediante espectroscopia
Raman”®, RMN* y calculos computacionalesso, que
dan cuenta que el grupo carboxilato esta
correctamente posicionado para la desprotonacion
de la Cys35. En este sentido, se han analizado las
mutaciones puntuales de EcTRX D26N y D26L, las
cuales muestran similitudes estructurales con la
variante silvestre.

La estabilidad termodinamica de EcTRX se
encuentra vinculada al cambio en el estado de
protonacién del Asp2651'52 y su sustitucién por
alanina aumenta significativamente la estabilidad
de la variante con respecto a la proteina
silvestre™™. Es importante destacar que la
estructura, la carga superficial y la hidrofobicidad
del sitio activo no se ve alterada en las mutantes,
ya que la actividad de la ADN polimerasa del fago
T7 en el complejo — donde la TRX funciona como
proteina conectora sin involucrar la actividad
redox y es esencial para la procesividad de la
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polimerasa>® — con las mutantes de ECTRX
muestran valores de afinidad similares entre ellos
y con la proteina silvestre®®. En conjunto, estos
resultados sugieren fuertemente que la presencia
de un aspartato ocluido del solvente en la
vecindad del sitio activo de la TRX es necesaria
principalmente para la funcién bioldgica implicada
en reacciones redox mds que para el correcto
plegado o la estabilidad termodindmica. Sin
embargo, Vohnik y colaboradores® determinaron
mediante espectroscopia Raman que tanto la
variante silvestre como la mutante D26A muestran
patrones similares en la conformacion de las
cadenas laterales de Cys32 y Cys35 y en las
interacciones que estas establecen por lo que
guedaria descartado que el bajo valor de pK, de
ambas cisteinas se deba a una interaccion tipo
puente de hidrégeno. Mas aun, las bandas Raman
de los triptéfanos Trp28 y Trp31 localizados muy
cerca del sitio activo, responden a cambios en el
pH en experimentos de titulacién acido-base, lo
que implicaria que existen sutiles cambios
conformacionales en el sitio activo que harian que
Asp26 juegue un rol preponderantemente
conformacional®™. Ademas, se investigd el rol de
otro aminodcido conservado y ocluido de la TRX y
cercano espacialmente a Asp26: la lisina 57. Para
ello se estudid la variante K57M la cual posee un
residuo de metionina cuyo tamafio de cadena
lateral es similar a la lisina pero sin la carga del
grupo Ne. Al contrario que el Asp26, Lys57 se
encuentra conservada Unicamente en secuencias
procariotas y en algunas proteinas de mamiferos
con plegado tipo TRX como la disulfuro
isomerasa>®. En principio, es esperable un valor
modificado del pK,, respecto a los valores estandar
de los aminodcidos aislados en solucion, tanto
para el Asp26 como para la Lys57 por el hecho de
hallarse ocluidos del solvente acuoso®”. La
presencia de Lys57 disminuye significativamente el
pKa del Asp26 en la proteina silvestre como pudo
observarse en la mutante K57M donde el valor de
pKa disminuye de 9 a 7.5 unidades, lo cual refuerza
la idea que ambos residuos en el nucleo de la
ECTRX actian en conjunto mejorando las
velocidades de intercambio tiol/disulfuro a pH
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neutro, hecho que se ve reflejado en la casi nula
actividad redox de la doble mutante
D26A/K57M>".

Otro aspecto interesante de las TRXs es su
promiscuidad funcional, es decir su capacidad de
ejercer una funcién secundaria®®. Las tres
actividades redox bdsicas asociadas en general con
el plegado TRX son: 1) la reduccion (actividad
primaria), Il) la oxidacién y lll) la isomerizacién
(reorganizacién) de puentes disulfuro de proteinas
target. Las actividades Il) y Ill) estan relacionadas
con los procesos de plegado oxidativo proteico in
vivo y recuperacion de proteinas con puentes
disulfuro formados incorrectamente los cuales, en
el periplasma de las bacterias, son llevadas a cabo
por la DsbA y DsbC, respectivamente. En el reticulo
endopldsmico de células eucariotas, estos
procesos son catalizados por la proteina disulfuro
isomerasa (PDI). Las PDIs son proteinas
multidominio que contienen por lo menos un
subdominios TRX, aunque pueden variar en
longitud respecto a las tipicas TRXs bacterianas® y
las reacciones de reduccion de disulfuros in vivo
son comunmente catalizados por un
monodominio, que también suelen mostrar niveles
basales de actividades promiscuas. En este
escenario, es tentador especular que los bajos
niveles de estas actividades secundarias o
promiscuas ya se encontraban presentes en las
primeras TRXs ancestrales y que, en algin punto
de la historia evolutiva, divergieron para el
surgimiento de nuevas funciones implicadas en la
actividad oéxido-reductasa reversible y también
otras funciones que no implican la actividad redox.

Mediante un analisis bioinformatico de
optimizacién multi-objeto de Pareto®, se postulé
una nueva posible actividad promiscua de las TRXs.
Utilizando la actividad catalitica y la “plegabilidad”
(medida como la estabilidad termodinamica en
equilibrio en experimentos clasicos de desplegado
inducido por cadtropos) se determind que una
triple mutante (W28K/A39H/K57E) de residuos
cercanos espacialmente al sitio activo le otorga
actividad  hidrolasa de  enlaces  éster®’.
Sorprendentemente, esta mutante no solo mostré
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actividad esterasa sino que ademas no mermo su
actividad primariaez. Estos aspectos hacen de la
TRX de E. coli un excelente modelo en ingenieria
proteica y optimizacién y montaje de nuevas
actividades cataliticas con potencial uso
biotecnoldgico.

EL EXTREMO OXIDANTE DE LA ViA TRX: LAS
PEROXIRREDOXINAS COMO EJEMPLO DE
PROTEINAS TARGET

AhpC | PRDX1
2-Cys tipica

BCP | PrxQ

Bacterias y plantas

TPx

Bacterias, 2-Cys atipica

PRDX6

Homo sapiens, 1-Cys

PRDX5

Homo sapiens, 2-Cys atipica

AhpE

M. tuberculosis, 1-Cys

Fig. 5: Topologia de proteinas representativas de las
subfamilias de las peroxirredoxinas seguin la base de datos
PREX (http://csb.wfu.edu/prex/).

Como se mencioné anteriormente, las células
estdn dotadas de numerosos sistemas proteicos y
no proteicos para controlar las ROS, entre las que
se encuentra una importante familia de proteinas
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denominadas peroxirredoxinas (PRDXs). Las PRDXs
pertenecen a la superfamilia TRX y estd compuesta
por seis subfamilias®®: AhpC, BCP/PRXQ, PRXDS6,
TPx, PRDX5 y AhpE (Figura 5).

Las PRDXs son responsables de la reduccion de
mas del 90% del H,0, producido por las células
durante la respiracion celular®®. Las PRDXs son
enzimas dependientes de cisteina y reducen tanto
H,0, como alquil hidroperdxidos a través de una
cisteina reactiva y completamente conservada en
secuencia denominada cisteina peroxidatica (Cp),
la cual se encuentra ademas en un contexto
espacial (estructura terciaria) altamente
conservado en todas las subfamilias de las PRDXs y
definido por los residuos Pro, Thr y Arg®. Las
PRDXs se clasifican en 1-Cys o 2-Cys basado en la
ausencia o presencia de una segunda cisteina
catalitica denominada cisteina resolutiva (Cg) la
cual forma un puente disulfuro con Cp. La posicidon
de Cr en la secuencia primaria de las 2-Cys las
divide ademds en PRDXs tipicas y atipicas
dependiendo si esta se encuentra en una cadena
polipeptidica adyacente o en la misma cadena,
respectivamente.

El mecanismo catalitico de reduccién de perdéxidos
de las 1-Cys y PRDX 2-Cys es comun en el primer
paso de la reaccion (Figura 6) el cual implica el
ataque nucleofilico de la cisteina Cp al sustrato
para formar un intermediario reactivo acido
sulfénico, (Cys-SOH) liberando una molécula de
agua en el caso que el sustrato sea H,0;, o el
correspondiente alcohol derivado si el sustrato es
un hidroperéxido orgdnico. La resolucion del
intermediario Cys-SOH distingue a las 1-Cys de las
2-Cys tipicas y atipicas.

En las PRDXs 1-Cys, la resolucion depende de otra
proteina o de una molécula de bajo peso
molecular como el GSH y el &cido ascérbico®’ - los
cuales estan presentes en altas concentraciones en
el interior celular - para reducir a Cp de acido
sulfénico a tiol. Por su parte, en las PRDXs 2-Cys, la
resolucion de la Cys-SOH es llevada a cabo por el
ataque de la cisteina resolutiva Ci localizada en la
misma subunidad polipeptidica que Cp. En el caso
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de las 2-Cys atipicas, Cg reacciona con Cp-SOH para
condensar un enlace disulfuro estable (R-Cp-S-S-Ck-
R). Esta reacciéon depende de un evento de
desplegado local de las hélices aH2 y aH3
denominado cominmente como completamente
plegado a localmente desplegado (FF>LU, de fully
folded to locally unfolded transition) clave para la
restitucion de la enzima funcional (Figuras 6 y 7).
Dado que en las 2-Cys tipicas, Cg se encuentra
localizada en la hélice C-terminal de la subunidad
adyacente a Cp y no en la misma cadena
polipeptidica, la formacidn del puente disulfuro R-
Cp-S-S-Cr-R es intermolecular y estabiliza el
homodimero. Finalmente, el puente disulfuro es
reducido usualmente por una TRX a través de una
reaccion tipica de intercambio tiol-disulfuro (ver
Figura 4). El evento FF->LU, si bien varia entre las
diferentes subfamilias implicando diferentes
segmentos de estructura secundaria, es universal
en la familia PRDX. A modo de ejemplo
profundizaremos en el analisis estructural vy
funcional de la subfamilia TPx de E. coli, una PRDX
2-Cys atipica.

SH SH
([

Condensacion de
las cisteinas Cpy CR

H.0

Reduccién de PRDX
oxidada por TRX

reducida SH SH SOH SH
| I I |
PRDX | PRDX
e.g. H20
ROOH

e.g. Hy02 Reduccién del sustrato

Fig. 6: Esquema de ciclo catalitico de reduccion de grupos
perdxidos (ROOH) de una PRDX 2-Cys la cual consta de tres
pasos: 1) oxidacién de C, a acido sulfénico (Cys-SOH), Il)
cambio conformacional y condensacion del puente disulfuro
entre Cp y Cr y lll) reducciéon del puente disulfuro por una TRX
para devolverla a su estado reducido funcional.

Los miembros de esta subfamilia, originalmente
denominadas p20°%°°, pertenecen casi
exclusivamente a las 2-Cys atipicas bacterianas y
son una de las subfamilias filogenéticamente
menos diversas. Desde el punto de Vvista
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estructural, la TPx de E. coli (ECTPx) es una
proteina relativamente pequefa de 167 residuos
(~17 kDa), que comparte el prototipo plegado TRX
caracterizada por un nucleo central 8 de siete
hebras rodeadas por cuatro hélices a (Figuras 5y
7), con la cisteina Cp situada en la base de la hélice
aH2 mientras que la cisteina Cg en el centro de la
hélice aH3. La larga cadena N-terminal se pliega en
una hebra 8 haciendo que la estructura general
sea compacta y globular. En su estado reducido
biolégicamente activo, las cisteinas Cp y Cr se
encuentran a una distancia de 12 A entre los
atomos de azufre S'. En este escenario, la reaccion
de condensacion del puente disulfuro implica una
transicion conformacional obligada, donde el
estado plegado reactivo debe sufrir un desplegado
local para acercar ambas cisteinas y permitir la
formacién del puente disulfuro. En la EcTPx, el
evento FF—>LU, implica un desplegado local de la
region C-terminal de la hélice aH3 , un cambio en
la accesibilidad al solvente y de rotameros @/ de
Cp acompainado por un desplegado local en la
region N-terminal de la aH2 y del loop precedente
que la conecta con la hebra 65.

Conformacion
locally unfolded (LU)

aH3

Puente
disulfuro

»
e,
L

Cofniformacion
fully folded (FF)

Fig. 7: Cambios conformacionales acoplados a la transicidn
FF>LU en la EcTPx. A la izquierda se muestra la
superposicién de los subestados reducido (FF) y oxidado (LU)
coloreado por el RMSD. Obsérvese que para la mayoria de
los residuos el desplazamiento de la cadena principal es bajo
(RMSD bajo, azul) mientras la zona de mayor movilidad
(RMSD alto, rojo) se localiza entre las hélices aH2 y aH3. A la
derecha se muestra mas en detalle la regién implicada en la
transicién conformacional. El cdlculo del RMSD fue realizado
en VMD 1.9.27°.
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Algunas PRDXs 2-Cys atipicas poseen ademas una
tercer cisteina totalmente ocluida del solvente
localizada en la [dmina 8 del nucleo de la proteina.
Se ha demostrado experimentalmente que Ia
variante C81S es ligeramente menos activa’* por lo
gue no se la considera una cisteina redox esencial
para la actividad peroxidasa’’. Los parametros
cinéticos para la reduccion de H,0, y varios alquil
hidroperdxidos han sido bien establecidos
experimentalmente’®. La Ky, varia casi tres érdenes
de magnitud entre el hidroperdoxido de cumeno y
el H,0,. Sin embargo la eficiencia catalitica ke,
dentro del error experimental, se mantiene
inalterada, sugiriendo que la eficiencia global de
reduccion depende de diversos factores, entre
ellos:

I) La afinidad y la reaccién quimica de Cp a
sustratos de diferente topologia y naturaleza
guimica.

II) El reordenamientos conformacionales para
alcanzar la transiciéon FF=>LU.
) La formacion del
intrahelicoidal y

IV) La reduccidon de la forma oxidada de EcTPx
retornar a su forma reducida funcionalmente
activa.

puente disulfuro

LAS GLUTAREDOXINAS: MUCHO MAS QUE UN
SISTEMA BACKUP DE LAS TIORREDOXINAS

Las glutaredoxinas (GRXs), el otro miembro de
suma importancia en la familia de las TRXs, son
proteinas con actividad redox y dependientes de
GSH como agente reductor para ejercer su
actividad reductora”’®. Las GRXs fueron
descubiertas a mediados de los afios ‘70s en
variantes modificadas de E. coli carentes de TRXs
qgue, de todas maneras, eran capaces de donar
electrones a la ribonucledtido reductasa’™. A la
fecha, con mas de 1770 articulos en PubMed — de
los cuales mas de 580 fueron publicados en los
ultimos cinco afos — con la palabra clave
“glutaredoxin”, las GRXs son hoy en dia un sistema
de intensos estudios dada su implicancia en
numerosas vias de sefalizacion y regulacién
celular’®”® Y procesos fisiolégicosso_gz.
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Originalmente, las GRXs fueron clasificadas segun
el orden cronoldgico en su descubrimiento (Grx1,
Grx2, etc.). Dado que esta clasificacion no refleja
ninguna propiedad biofisicoquimica, hoy en dia se
las clasifica en base a la secuencia aminoacidica de
su sitio activo como: mono- (Cys-Gly-Phe-Ser) y
ditiolicas (Cys-Gly-Phe-Cys). De manera similar al
mecanismo de reduccién de las TRXs, las GRXs
ditiolicas requieren de ambas cisteinas para
reducir un puente disulfuro de la proteina target.
Pero a diferencia de las TRXs, el puente disulfuro
intramolecular de las GRXs es reducido por una
molécula de GSH para dar un intermediario GRX-S-
SG el cual es posteriormente reducida por la
accion de la glutatiéon reductasa (GR) con
electrones provenientes del NADPH®®. Una de las
caracteristicas mas sobresalientes de las GRXs es
su capacidad de unir y utilizar GSH como sustrato.
A diferencia de las TRXs, las GRXs tienen una alta
afinidad por los disulfuros mixtos.

Mecanismo de las GRXs monotiolicas
(a) GRX - SH2 + PSSG - GRX-S-SG + P-SH

(b) GRX-S-5SG + —GRX - SH, +

Mecanismo de las GRXs ditiolicas
(c) GRX—=SH, + P—S, = GRX—-S, + P—SH,
(d) GRX =S, +2 = GRX—=SH, +

Fig. 8: Mecanismo catalitico de las GRXs mono- y ditiolicas.
PSSG es un disulfuro mixto entre una proteina Py el GSH y
GSSG son dos GSH unidos por un puente disulfuro.

El sistema GRX ditiolico es capaz de reducir de
manera eficiente algunos disulfuros de proteinas
como el de la RNR de E. coli con un mecanismo
catalitico similar al descrito anteriormente para las
TRXs (ver Figuras 4 y 8-cd). Sin embargo, la
principal accion de las GRXs pareceria ser la de
reducir disulfuros mixtos entre una proteina target
y el GSH — en un proceso de desglutationilacic')n84'85
— utilizando un mecanismo de una cisteina®®
(Figura 8-ab). Con mas de 120 estructuras
depositadas en la RCSB Protein Data Bank® las
GRXs han sido intensamente estudiadas a nivel
estructural tanto por cristalografia de rayos X
como por RMN y comparten el prototipico plegado
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TRX®. Tanto en las GRXs monotiolicas como
ditiolicas, el motivo CxxC/S se localiza en la base de
la hélice aH2 (en referencia a la estructura
prototipica de las TRXs, Figura 9) con la cisteina N-
terminal expuesta al solvente y exhibiendo un bajo
valor de pK, y la cisteina resolutiva (en las
ditiolicas) ocluida y con un alto valor de pK..

Homo sapiens GRX1
(PDB ID 1B4Q)

E. coli GRX1
(PDB ID 1GRX)

Cys

Yeast GRX5 monotiolica
(PDB ID 3GX8)

Glutation (GSH)

Cisteina
y-Glutamato

> i\i

@ 1 o. ® Glicina

W oW e

a7 | oy W
)’i 4 oY ve
® ¢

|

Cys

Fig. 9: Topologia estructural de diferentes GRXs. Estructuras
tridimensionales de la GRX1 de E. coli (PDB ID 1GRX) y
humana (PDB ID 1B4Q) en complejo con GSH (representado
en licorice) y la GRX5 de Saccharomyces cerevisiae (PDB ID
3GX8) como ejemplo de una GRX monotiolica. En todos los
casos en gris se muestra superpuesta la estructura de la TRX
de E. coli (PDB ID 2TRX cadena A) como ejemplo del plegado
TRX. Ademds se muestra la composicién aminoacidica del
glutatidon (abajo) con su inusual enlace y entre el grupo
carboxilo del glutamato y el grupo amino de la cisteina.

CONCLUSIONES

Desde finales de los ‘60s, la investigacién en
biofisica de proteinas, basada principalmente en la
TRX de E. coli, ha sentado los cimientos
fundamentales en la comprensién de la relacién
estructura-funcion proteica. Desde entonces vy
hasta el dia de hoy, la vasta cantidad de
conocimiento estructural y funcional recabado
sobre las proteinas constituyentes de los sistemas
TRX/GRX, no es suficiente para comprender
cabalmente cémo los mdédulos interaccionan entre
si, cuan plastico es el sistema desde el punto de
vista de la variedad de sustratos proteicos
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admisibles en cada una de las reacciones (ver
Figura 1) o qué propiedades asociadas a la
interaccion entre componentes — cambios
estructurales y/o estabilizacion de subestados
conformacionales, e.g. PRDXs — modulan Ila
reactividad y el flujo de electrones de la via.
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