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1. Resumen

La nitracidn de residuos de tirosina proteicos a 3-nitrotirosina (NO,Tyr) es una
modificacion postraduccional oxidativa relativamente selectiva que ocurre in vivo
por accion de especies reactivas del nitrogeno formadas como productos
secundarios del metabolismo del éxido nitrico (*NO) en presencia de oxidantes.
La generacién basal de especies oxidantes y nitrantes resulta en la presencia de
niveles bajos de proteinas nitradas bajo condiciones normales; sin embargo, en
situaciones patolégicas asociadas con estrés nitro-oxidativo, como en
desdrdenes inflamatorios, existe un incremento muy significativo en los niveles
de NO,Tyr detectados. El principal interés de esta modificacién postraduccional
radica en que es capaz de alterar la estructura y funcidon de las proteinas,
pudiendo llevar a una pérdida o a una ganancia de funcién.

Uno de los principales agentes bioldgicos responsables de la nitracion de tirosina
in vivo es el peroxinitrito (ONOQO’), un potente oxidante formado por la reaccién
controlada por difusién entre el °NO y el radical anién superdxido (0,*). Este
oxidante es capaz de llevar a la formacién de NO,Tyr a través de la generacién de
especies oxidantes secundarias, como el radical hidroxilo (*OH), el radical

(1) y diéxido de nitrégeno

carbonato (CO3*), complejos oxo-metdlicos (O=Me
(*°NO,), que son capaces de oxidar a la tirosina por un electrén a radical tirosilo
(Tyr®), que luego podra recombinar con el *°NO, para producir NO,Tyr. Con esta
recombinacidn compite la reacciéon entre dos Tyr® para formar el producto
secundario 3,3’-ditirosina (DiTyr) o la formacion de 3-hidroxitirosina (DOPA) por
accion del *OH.

En este trabajo se evalué la capacidad de diversos complejos de bajo peso
molecular de metales de transicién (Fe**, Mn** y Cu®*) de promover la oxidacién
y nitracion de tirosina por ONOO™ en solucion acuosa. En presencia de distintas
concentraciones de los complejos FeEDTA, MnTBAP, MnTE-2-PyP y Hemina, los
niveles de NO,Tyr formada tras la reaccién entre la Tyr y el ONOO™ presentaron
un incremento importante, alcanzando rendimientos maximos de un 45%. En
todo momento, se detectaron niveles importantes de DiTyr, indicando que la
catdlisis mediada por el metal ocurre por una via radicalar; ademas, en presencia
de dichos complejos metalicos, se inhibid la formacién de DOPA a pH 4acido,
indicando un mecanismo de nitracién independiente de la formacién de *OH. Por
lo tanto, la capacidad de dichos metales de favorecer la nitracidn y oxidacién de

(1 v *NO, por reaccién

tirosina implica la generacién de las especies O=Me
directa entre el ONOO' y el metal, que median la generacion de Tyr® que luego

reaccionard con el *°NO, para generar la NO,Tyr, en rendimientos mayores que
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los obtenidos a partir de radicales derivados de la homdlisis espontanea del
ONOO'.

De los complejos metalicos mencionados, se destaca por su relevancia
bioldgica la hemina, que en fase acuosa produjo un aumento de los rendimientos
de nitracion de un 9% a un 17% en fase acuosa. Dicho efecto fue mucho menos
marcado cuando la hemina se encontraba unida a la albumina humana.
Resultados previos demostraron que en liposomas de fosfatidilcolina el efecto de
la hemina es aun mas pronunciado, incrementando los rendimientos de nitracion
de un 3% a un 15%. Este efecto constituiria un nuevo mecanismo de toxicidad de
la hemina libre, particularmente relevante en situaciones patoldgicas que cursan
con la liberacion de grandes cantidades de hemina al plasma tales como anemias
hemoliticas o hemorragias, procesos asociados a dafio nitro-oxidativo.
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2. Introduccion

2.1. La tirosina: propiedades fisicoquimicas, metabolismo y funciones
biolégicas

La tirosina (Tyr; Y) es uno de los veinte aminodcidos estandar encontrados en
las proteinas (Figura 2.1). Posee una cadena lateral aromatica (grupo fenol), lo
que resulta en que el aminodcido sea relativamente apolar y pueda participar en
interacciones hidrofébicas. A su vez, el grupo hidroxilo del grupo fenol puede
formar puentes de hidrégeno y constituye un grupo funcional importante en
algunas enzimas. Ademas de poseer los grupos funcionales ionizables
caracteristicos de los aminoacidos (grupos a-amino y a-carboxilo), el grupo fenol
de su cadena lateral puede desprotonarse y encontrarse como fenolato,
aportando una carga negativa extra. El alto valor de pKa de este grupo
(aproximadamente 10,1 para la tirosina libre, puede variar en el contexto de una
proteina) determina que en condiciones bioldgicas practicamente no se
encuentre ionizado. Su presencia en las proteinas es de aproximadamente un 3,2
%. Posee un indice hidropdtico de -1,3 (un valor negativo predice la tendencia de
los aminoacidos a buscar un ambiente acuoso), lo que determina que dentro de
las proteinas, los residuos de tirosina puedan encontrarse tanto expuestos al
solvente como en zonas menos expuestas. Debido a su cadena lateral aromatica,
la tirosina absorbe luz ultravioleta, con un valor maximo de absorcién a
longitudes de onda cercanas a los 280 nm; contribuye asi, junto al triptéfano, a la
fuerte absorcion de luz caracteristica de las proteinas a dicha longitud de onda
(Figura 2.1) [1].

El grupo fenol le otorga a la tirosina dos roles especiales que contribuyen a la
funcionalidad de varias proteinas: en primer lugar, puede recibir grupos fosfato
por medio de las proteinas quinasa especificas de tirosina; por otro lado, los
residuos de tirosina pueden participar en procesos de transferencia electrdnica,
en donde se forma como intermediario un radical tirosilo (Tyr®) tras la oxidacion
monoelectrénica del aminoacido (E%1yroe/ryron= + 0,94 V a pH 7) [2]. La respuesta
celular a numerosas proteinas de sefalizacién extracelulares involucra Ia
fosforilacién de residuos de tirosina de ciertas proteinas. Ejemplos de esto son
las vias de sefializacién desencadenadas por factores tales como la insulina, el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), entre
otros. Los receptores de membrana de estos mensajeros poseen dominios
intracelulares con actividad tirosina quinasa (se llaman por esto receptores
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tirosina quinasa), que derivan en la fosforilacion de residuos de tirosina del
propio receptor tras la unién del ligando. El reconocimiento de dichos residuos
de tirosina fosforilados por proteinas especializadas contintda con el proceso de
senalizacion [3]. El radical tirosilo ha sido identificado como el sitio catalitico o el
cofactor de ciertas enzimas, como son el fotosistema I, la ribonucletétido
reductasa, la prostaglandina H sintasa y la DNA fotoliasa [4].

O

Tryptophan

OH

Z
o
ro

HO

Absorbance

Tyrosine

0 i S SR T LR P 12
230 240 250 260 270 280 290 300 310
Wavelength (nm)

Figura 2.1. Estructura y propiedades espectrofotométricas de la tirosina. Se muestra
a la izquierda la estructura de la tirosina en representacion bidimensional (arriba) y
tridimensional en la forma zwitteridnica (abajo). Se representa en gris los atomos de
carbono, en blanco los &tomos de hidrégeno, en rojo los dtomos de oxigeno y en azul
los 4&tomos de nitrégeno. A la derecha se representa la absorcion de luz UV por parte
de los aminoacidos tirosina y triptéfano a pH 6,0 [1].

La tirosina se sintetiza enddégenamente a partir de la fenilalanina mediante la
reaccion catalizada por la fenilalanina hidroxilasa. Asi, mientras la fenilalanina es
un aminoacido nutricionalmente esencial, la tirosina no lo es (siempre que la
dieta aporte cantidades adecuadas de fenilalanina). La reaccion de biosintesis
involucra la incorporacion de un dtomo de oxigeno molecular en la posicién para
del anillo aromatico de la fenilalanina, mientras que el otro 4&tomo de oxigeno es
reducido a agua. El poder reductor provisto en ultima instancia por NADPH, es
inmediatamente aportado en forma de tetrahidrobiopterina. Las vias de
degradacion del esqueleto carbonado de la tirosina generan como producto final
acetil-CoA [5].

Ademas de su papel como aminoacido constituyente de las proteinas (donde
algunas de sus funciones especiales ya fueron mencionadas), en mamiferos, la
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tirosina es un precursor de moléculas bioactivas de funcionalidad diversa, como
son las catecolaminas, las melaninas y las hormonas tiroideas. Las catecolaminas
(dopamina, noradrenalina y adrenalina) son aminas bidgenas derivadas de la
descarboxilacién de la tirosina que actian como hormonas y neurotransmisores.
Las melaninas son polimeros de catabolitos de la tirosina que constituyen unos
de los principales pigmentos presentes en animales. Las hormonas tiroideas
(triyodotironina y tiroxina) regulan la expresién génica, la diferenciacion celular y
el desarrollo general, y son sintetizadas a partir de los multiples residuos de
tirosina de una proteina llamada tiroglobulina, que actidan como sitios de
incorporaciéon de iodo [1, 5].

2.2. Nitracion de tirosina como modificacion oxidativa postraduccional
2.2.1. Antecedentes

Durante la primera mitad del siglo XX, diversos estudios fueron realizados
acerca de la reacciéon de proteinas con el reactivo nitrante tetranitrometano
(TNM), en los cuales se observé un efecto en las propiedades bioldgicas de las
proteinas estudiadas tras la reaccidn. Sin embargo, en ese entonces no se habia
identificado aun que grupos funcionales de las proteinas podrian reaccionar y
cual seria la naturaleza de los productos formados. Hacia la década de los 60’,
trabajos realizados por Riordan, Sokolovsky y Vallee examinaron la reaccion del
TNM con tirosina y demostraron la introduccién de un residuo nitro en al anillo
aromatico en posicidn orto respecto al grupo hidroxilo fendlico, formandose 3-
nitrotirosina (NO,-Tyr). Habiendo demostrado entonces que los residuos de
tirosina son los afectados, establecieron las condiciones éptimas para la nitracién
de los residuos de tirosina en proteinas por TNM como método de estudio para
especificar la participacion de los residuos de tirosina en la estructura y funciéon
de las proteinas [6].

Un hallazgo sorprendente a mediados de la década de 1980 fue el papel del
radical libre 6xido nitrico (*NO), previamente conocido principalmente como un
contaminante atmosférico, como un importante mensajero bioldgico, tanto en
animales como en plantas. Esta sencilla sustancia gaseosa difunde facilmente a
través de las membranas, pero sélo actua localmente debido a que en el espacio
extracelular su vida media es muy corta (entre 5 a 10 segundos)
transformandose en nitrato y nitrito al combinarse con oxigeno y agua. El °*NO
participa en los seres humanos en una amplia gama de procesos fisioldgicos,
dentro de los que se incluyen la neurotransmision, la coagulacién sanguinea y el
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control de la presidon sanguinea. Su mecanismo de accién implica su interaccién
con un atomo de hierro del sitio activo de la enzima guanilato ciclasa,
estimulandola para producir el mediador intracelular GMP ciclico. La sintesis del
*NO ocurre a partir del aminoacido arginina, en una reaccién dependiente de
NADPH catalizada por la éxido nitrico sintasa. La reaccion es una oxidacion de
cinco electrones [1,3]. Estos descubrimientos se iniciaron a partir de la
identificacién de que el *NO era el llamado factor de relajacién derivado del
endotelio (EDRF), nombre que se le habia dado al mediador quimico liberado por
el endotelio responsable de producir la relajacién del musculo liso asociado a los
vasos sanguineos. En estudios previos, un hecho notable que se habia observado
era la influencia de la tensién de oxigeno en la estabilidad del EDRF: altos niveles
de oxigeno facilitaban su inactivacién, mientras que a bajas tensiones de oxigeno
su estabilidad se veia aumentada. Este efecto del oxigeno fue atribuido al radical
anion superdxido (0,%), pues su generacién aumenta cuando los niveles de
oxigeno son mayores, porque resultados similares de inactivacion del EDRF se
obtuvieron en experimentos en que se utilizd Pyrogallol, un generador de
superdxido a partir de oxigeno en soluciones acuosas y finalmente porque la vida
media del EDRF se veia aumentada cuando se incluia en los experimentos la
enzima superoxido dismutasa (SOD), para acelerar la dismutacion del superéxido
[7]. Una vez que la naturaleza quimica del EDRF fue elucidada, pudo proponerse
una explicacion para el efecto observado del 0,* sobre la vida media del
mencionado factor. Unos pocos afios antes, estudios de quimica inorganica
habian demostrado que el *NO y el 0,*, especies radicalares conteniendo un
electrén desapareado, podian reaccionar para formar el anidén peroxinitrito
(ONOO’), mediante una reaccidon de acoplamiento radical-radical que genera un
producto diamagnético [8]. De esta manera, era a través de esta reaccién que la
vida media del EDRF se veia disminuida frente a la adicién de 0,*, al tiempo que
frente al agregado de SOD, su vida media se prolongaba.

A comienzos de la década de 1990, empezaron a realizarse una serie de
investigaciones centradas en este nuevo producto de formacién enddgena, que
pusieron pronto en evidencia su gran potencial citotéxico. Inicialmente fue
estudiada la descomposiciéon por homodlisis del acido peroxinitroso (ONOOH,
forma protonada del ONOQ), la cual resultd en la produccion aparente de radical
hidroxilo (*OH), capaz de oxidar sustratos como el dimetilsulféxido o la
desoxirribosa, asi como también en la produccidon del radical didxido de
nitrégeno (*NO,). Con estos resultados, comenzd a pensarse en el ONOO™ como
un posible participe del dafio endotelial [9]. Posteriormente, se demostrd que el
ONOOH era capaz de iniciar reacciones de peroxidacion lipidica en liposomas, sin

Tesina de Graduacion — FCIEN — UdelaR
Nicolas Campolo Halty



Nitracién y Oxidacion de Tirosina por ONOO™ mediada por Metales de Transicion

requerir para esto de hierro [10], asi como también la capacidad del ONOO™ para
oxidar grupos sulfhidrilo (-SH) de proteinas o no proteicos, con constantes de
velocidad tres drdenes de magnitud mayores que las reportadas para la reaccién
de sulfhidrilos con peréxido de hidrégeno (H,0,), a pH fisiolégico [11]. Poco mas
de un afio después, uno de los efectos de mayor relevancia producidos por el
ONOO' fue descubierto. Mientras estudiaban las reacciones de *NO con 0,* en
presencia de cobre, zinc-superéxido dismutasa (Cu, Zn SOD) bovina,
Ischiropoulos y colaboradores encontraron que se formaba un aducto amarillo
estable de la SOD a valores de pH neutro a alcalino. La cristalizaciéon de dicho
aducto reveld por difraccién de rayos X un aumento claro en la densidad
electrénica en la posicion orto del residuo de tirosina 108 de la enzima,
localizado a 18 A del 4tomo de Cu en el sitio activo. Mediante diversos enfoques
experimentales, demostraron que dicho aumento en la densidad electrénica se
debia a la incorporacién de un residuo nitro (-NO,) en la posicién orto del anillo
fendlico de la tirosina, llevando a la formacion de 3-nitrotirosina. Ademas de
causar la nitracion de residuos de tirosina de la Cu, Zn SOD, encontraron también
gue el ONOO" era capaz de causar la nitracién de otras metaloenzimas, como la
manganeso superéxido dismutasa (MnSOD) y la hierro superéxido dismutasa
(FeSOD), las cuales resultaban ademas inactivadas tras la reaccion con ONOO'.
Vieron también que la nitracidn de la Cu, Zn SOD estaba inhibida en presencia de
fenol, el cual resultaba nitrado en su lugar, indicando que el ONOO™ también era
capaz de nitrar otros compuestos fendlicos [12]. Junto con dichos
descubrimientos, el mismo grupo de investigadores publicd en simultaneo otros
resultados relacionados y de gran relevancia. En uno de ellos, continuaron
profundizando sobre las reacciones de nitraciéon por ONOO™ catalizada por Cu, Zn
SOD, encontrando también que complejos metdlicos de bajo peso molecular
(Fe*’EDTA) también eran capaces de catalizar la nitracion de un gran ndmero de
compuestos fendlicos, incluyendo los residuos de tirosina en proteinas. Ademas,
determinaron las constantes de velocidad de la reaccion entre ONOO™ con ambos
compuestos catalizadores y propusieron que la reaccién de nitracién observada
estaria mediada por un mecanismo no radicalar [13]. En el otro trabajo
relacionado, utilizan los conocimientos obtenidos en las publicaciones ya
mencionadas para demostrar la formacion de peroxinitrito en macrofagos
alveolares de rata estimulados, consiguiendo asi la primera evidencia de la
formacién de ONOO™ en un sistema biolégico. Dado que ya se conocia que los
macrofagos estimulados podian generar simultdaneamente superdxido y éxido
nitrico, los autores propusieron que se formaria en dichos tipos celulares ONOOQO’,
lo cual consiguieron probar al ver como los macrdofagos estimulados eran capaz

Tesina de Graduacion — FCIEN — UdelaR
Nicolas Campolo Halty



IR nitracion y Oxidacion de Tirosina por ONOO- mediada por Metales de Transicion

de nitrar al 4cido 4-hidroxifenilacético (4-HPA, un compuesto fendlico que ya
habian visto que se nitraba por ONOQ) en presencia de Cu, Zn SOD [14].

A partir de ese momento, comenzd a establecerse el concepto de que
intermediarios oxidantes producidos enddgenamente podrian promover la
nitracion in vivo de distintas biomoléculas [15], reconociéndose asi una
modificacidon postraduccional oxidativa adicional en proteinas [2]. Dado que a
principios del siglo XX se aprecié que la reaccién de proteinas con TNM resultaba
en una alteracion de las propiedades bioldgicas de las mismas (lo que Sokolovsky
et al. demostraron mas tarde que se debia a la nitracion de residuos de tirosina)
[6], esta modificacién postraduccional comenzé a atraer un interés considerable
al ser capaz de alterar la funcidn de proteinas, pudiendo asociarse a estados de
enfermedades agudos y crénicos y funcionar como un indicador de riesgo de
enfermedad [15]. Comenzaron por esto a realizarse un gran nimero de estudios
relacionados a esta modificacién de residuos de tirosina, que llevaron a la
caracterizacion de los mecanismos que llevan a la misma, a la identificacién de
un gran numero de proteinas que resultan nitradas in vitro e in vivo, asi como
también a la asociacién de esta modificacién postraduccional con diversos
estados fisiopatolégicos.

2.2.2. Propiedades de la 3-nitrotirosina y consecuencias bioldgicas de su
formacion

La incorporacién de un grupo nitro (-NO,) en el carbono 3 del anillo fendlico
de la tirosina produce cambios en ciertas propiedades clave de dicho
aminodcido. Un efecto muy importante que genera la nitracidon es un descenso
considerable en el valor de pKa del grupo —OH fendlico, de aproximadamente
tres unidades de pH (desde entre 10-10,3 a 7,2-7,5 para tirosina libre y 3-
nitrotirosina en agua, respectivamente). Estos valores varian en mayor o menor
medida para residuos de tirosina y nitrotirosina dentro de proteinas, donde la
polaridad del medio y los aminoacidos proximos en la proteina tienen un efecto
directo sobre el pKa del hidroxilo fendlico. La nitracién también aumenta la
hidrofobicidad del residuo de tirosina, lo que hace del residuo de tirosina nitrado
mas propenso a moverse hacia regiones mas hidrofébicas dentro de la estructura
de la proteina. Este aumento en la hidrofobicidad puede verse atenuado debido
a que, al disminuir el pKa del —OH fendlico a aproximadamente 7.5, aumentara la
cantidad de grupos fenol que se encuentren disociados (en forma de fenolatos) a
pH fisioldgico, aportando esto una carga negativa extra a la molécula de
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nitrotirosina. Ademas de estos efectos mencionados, la incorporacién de un
grupo nitro puede adicionar restricciones estéricas no presentes en el residuo de
tirosina, dado que el grupo nitro constituye un grupo relativamente voluminoso
(el 4rea superficial del grupo fenol es de unos 30 A%, mientras que el del anillo
nitrado es de unos 50 Az). En conjunto, la nitracion del anillo fendlico de la
tirosina puede crear restricciones estéricas locales, disparar cambios
conformacionales de la proteina e impedir la fosforilacidn de la tirosina. Ademas,
el potencial de reduccién estandar del par radical nitrotirosilo/nitrotirosina es
unos 0.2 a 0.3 V mas positivo que el del par radical tirosilo/tirosina, lo que es
capaz de alterar los procesos de transferencia electrénica intramoleculares
dependientes de tirosina en proteinas [2, 16]. Las propiedades espectroscopicas
de la tirosina también se ven afectadas tras la nitracion. La nitrotirosina presenta
a valores de pH acidos (pH < 6) un maximo relativo de absorcién a 357-360 nm;
dicho mdaximo se desplaza a 427-430 nm en condiciones alcalinas (pH > 8),
dandole un color amarillo [17]. La Figura 2.2 muestra la estructura de la 3-
nitrotirosina, la disociacidon del grupo fenol y las propiedades espectrales de la
misma.

- Figura 2.2. Estructura de la 3-

H o] . L. .
A nitrotirosina y propiedades
NO, NO, .
espectrofotométricas. (A) Se
H* muestra la estructura de la
‘—- ’ . . .7
H oKa=7.3 B H NO,Tyr, asi como la disociacién
de su grupo fenol, que
s <0 presenta un valor de pKa de 7,3

aproximadamente [2]. (B)

Espectros en el intervalo UV-
Visible de la NO,Tyr a pH acido
y alcalino, y su comparacion
con el espectro de la tirosina a
pH 4acido [18].
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Como consecuencia de la nitracién de tirosina, pueden presentarse tres
efectos principales sobre la funcién de las proteinas: (1) que no ocurran efectos
en la funcién de la proteina, (2) que ocurra una pérdida de funcidn, y (3) que se
presente una ganancia de funcién. Los ejemplos reportados en la literatura
acerca de la primera opcidn son escasos; algunos casos identificados son el de las
proteinas plasmaticas al-antiquimotripsina y la transferrina, cuya funcién no
resulta modificada apreciablemente tras la nitraciéon de tirosina. La pérdida de
funcién de proteinas tras experimentar nitracién en alguno de sus residuos de
tirosina ha sido ampliamente estudiada, existiendo en la literatura un gran
numero de ejemplos de estos casos. Un ejemplo destacado constituye la
inactivacion de la MnSOD por nitracién de un residuo de tirosina clave de la
misma [16]. A pesar de que dicha enzima contiene nueve residuos de tirosina por
mondmero (la proteina es un homotetrdmero), su nitracién dependiente de
peroxinitrito ocurre de manera sitio-especifica en la tirosina 34, que se ubica a 5
A del sitio activo, mediante un proceso catalizado por el &tomo de manganeso.
La nitracién de la tirosina 34 lleva a la inactivacién de la enzima al generar una
gran barrera energética para la entrada del 0, al sitio activo de la misma,
debido tanto a la restriccion estérica que impone el grupo —NO, como a la carga
negativa que se origina tras la disociacidon del —OH fendlico de la tirosina luego de
su modificacién a nitrotirosina (Figura 2.3) [2]. Si bien en el caso de la MnSOD
estd claramente identificado que la pérdida de funcién ocurre por la nitracién de
la tirosina 34, hay que tener en cuenta que la presencia de residuos de 3-
nitrotirosina en una proteina no es necesariamente la causa de la pérdida de
funcién, dado que todos los agentes nitrantes bioldgicos son también capaces de
oxidar otros residuos de las proteinas, como la cisteina y la metionina [16].

Una perspectiva alternativa a la mencionada anteriormente es la ganancia de
funcion que ciertas proteinas experimentan luego de la nitracion de residuos de
tirosina. Esto implica el aumento o la aparicidon de una cierta funcién luego de
gue la proteina resulta nitrada y permitiria potencialmente que una pequefia
fraccién de proteina nitrada tenga un efecto bioldgico significativo. Algunos
ejemplos reportados de esta situacidn incluyen al citocromo c, al fibrindgeno, la
proteina quinasa Cg, glutation S-transferasa 1 microsomal y a-sinucleina. En su
estado nativo, el citocromo c experimenta una transicion alcalina que rompe el
sexto enlace de coordinacion que forma el grupo hemo con un residuo de
metionina a valores de pH alcalinos (por encima de pH 9). En cambio, las
especies mono-nitradas del citocromo c desarrollan una transiciéon alcalina
temprana a valores de pH neutro, obteniendo de esta manera una actividad
peroxidasa en condiciones fisioldgicas. De este modo, unas pocas moléculas de

Tesina de Graduacion — FCIEN — UdelaR
Nicolas Campolo Halty



Nitracién y Oxidacion de Tirosina por ONOO™ mediada por Metales de Transicion

citocromo c nitrado podrian tener un gran impacto en el estado redox celular al
poder inducir la oxidacién de fosfolipidos de membrana u otros componentes
mitocondriales [16]. Ejemplos de algunas proteinas que cambian su actividad
luego de sufrir la nitracién de residuos de tirosina se presentan en la Tabla 1.

Figura 2.3. Inactivacion de la MnSOD por nitracion de la tirosina 34. La imagen
representa una vista esquematica del canal de acceso del superéxido (bastones rojos)
al sitio activo de la enzima, donde se ubica el atomo de manganeso (verde) y la Tyr34
(representada en bastones). La superficie de la enzima se muestra en amarillo. (A) En
estado nativo, el superdxido puede acceder al atomo de manganeso a través del
canal. (B) Cuando la tirosina 34 de la MnSOD se encuentra nitrada, el grupo —NO,
bloquea el canal de acceso al atomo de manganeso, al tiempo que favorece la
ionizacién del grupo hidroxilo fendlico de la tirosina a pH fisiolégico; esto impide la
entrada del superdxido al sitio activo por restricciones estéricas y repulsion
electrostatica [19].

El efecto de la nitracidon de tirosina sobre las cascadas de fosforilacion de
tirosina aun no se encuentra claramente detallado. Por un lado, se demostré en
estudios que la nitracidn de tirosina de sustratos de tirosina quinasas disminuyd
la tasa de fosforilacion. Esto fue atribuido al hecho de que las tirosina quinasas
utilizan como sustrato el grupo fenol de la tirosina en estado neutro, y tras la
nitracién, producto del descenso del pKa, la tirosina se encuentre con mayor
frecuencia como fenolato. Sin embargo, en estudios a nivel celular, se obtuvieron
resultados que demuestran lo contrario: la fosforilacion de tirosina es potenciada
luego del tratamiento con peroxinitrito. Otra consecuencia que podria provocar
la nitracién de residuos de tirosina de una cierta proteina es la generacién de una
respuesta inmunoldgica dirigida contra dicha proteina modificada. De hecho, se
han identificado inmunoglobulinas contra 3-nitrotirosina en plasma de pacientes
con lesién pulmonar aguda postraumatica [16].
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Tabla I. Ejemplo de proteinas que cambian su actividad tras experimentar nitracién de residuos

de tirosina [16].

Proteina Funcion Normal Efecto de la Nitraciéon Ref.

Citocromo ¢ Transferencia de electrones  Actividad peroxidasa [20,
y Apoptosis aumentada; disminucién de 21]

la activacion del apoptosoma  [22]

Fibrinégeno Coagulacién Mayor agregacion [23]

Proteina quinasa Ce Quinasa de Serina/Treonina  Translocacion y activacion [24]

Glutation S-transferasa 1 Actividad GSH peroxidasa Mayor actividad [25]

a-Sinucleina Proteina presinaptica Mayor agregacion [26]

Neurofilamento L Estructura Axonal Inhibicion del ensamblaje del  [27]

neurofilamento

Factor de crecimiento Factor Neurotréfico Apoptosis neuronal [28]

nervioso

Prostaciclina sintasa Sintesis de prostaciclinas Disminucioén de la actividad [29]

Tirosina hidroxilasa Sintesis de L-DOPA Disminucion de la actividad [30]

PGH sintasa Sintesis de PGH, Disminucion de la actividad [31]

Glutamina sintetasa Condensacion de glutamato  Inhibicidn similar a la enzima  [32]
y amonio adenilada

Ribonucleétido reductasa Reduccién de Disminucion de la actividad [33]
ribonucleétidos

Glutatién reductasa Reduccién de GSSG Disminucion de la actividad [34]

Citocromo P450 2B1 Metabolismo de Disminucion de la actividad [35]
xenobidticos

Ornitina descarboxilasa Sintesis de putrescina Disminucion de la actividad [36]

Proteina quinasa C Quinasa de Serina/Treonina  Disminucion de la actividad [37]

Succinil-CoA:3-oxoacido Formacién de Acetoacetil- Disminucion de la actividad [38]

CoA-transferasa

CoA

2.2.3. Niveles de nitracion de tirosina y su relacion con enfermedades

Estudios basados en protedmica han revelado que ciertas proteinas son

preferencialmente nitradas in vivo, y que dentro de dichas proteinas uno o como
mucho unos pocos residuos de tirosina son nitrados. Aun no se han establecido
completamente las determinantes de estos fendmenos, pero dependen de tres
factores principales: a) la estructura proteica, b) el mecanismo de nitracidn, y c)
el ambiente en el cual se localiza la proteina. En particular, respecto a la
estructura de la proteina, la informacidn disponible indica que algunos factores
gue favorecen la nitracidén son la presencia de un aminodcido acido cercano a la
tirosina, la localizacién de un residuo de tirosina en una estructura en lazo y la
presencia cercana de centros de metales de transicidn y sitios de unidn para
hemoperoxidasas. La presencia de aminoacidos como cisteina, metionina y
triptéfano, que compiten por las especies nitrantes, podrian ser inhibidores de la
nitracion de residuos de tirosina [39].
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En condiciones normales, es posible detectar bajos niveles de 3-nitrotirosina
libre o unida a proteinas, lo cual refleja el bajo estado estacionario de especies
oxidantes y nitrantes producidas bajo condiciones basales. En situaciones
patoldgicas asociadas con estrés nitro-oxidativo, hay un aumento significativo en
los niveles de NO,-Tyr. Algunas de las condiciones patoldgicas en las que se han
identificado niveles elevados de NO,-Tyr incluyen desdrdenes inflamatorios,
neurodegenerativos y cardiovasculares, entre otros [16]. Un claro ejemplo de
esto y de gran importancia biomédica lo constituye el caso de la Apolipoproteina
A-l (apoA-l), la principal proteina presente en la lipoproteina de alta densidad
(HDL). La HDL juega un rol principal en el transporte reverso de colesterol y
niveles elevados de la misma poseen un caracter protector contra ciertas
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, se ha propuesto que la HDL carece
de dichos efectos cardioprotectores o se encuentra disfuncional en sujetos con
ateroesclerosis, lo que podria deberse a la modificacidn oxidativa de la HDL en la
pared arterial. De hecho, estudios in vitro demostraron que la apoA-I pierde su
actividad tras sufrir modificaciones como nitracién y cloracion de residuos de
tirosina. En plasma de pacientes sanos, se observé la formacion basal de 3-
nitrotirosina en diversos residuos de tirosina de la apoA-l, alcanzando unos
niveles totales de nitracion de aproximadamente 19 pmol NO,-Tyr/mol Tyr. Sin
embargo, se encontraron niveles de nitracidn notablemente mayores de la apoA-
| en HDL aislada de muestras de tejido ateroesclerético humano; en dichas
muestras, los niveles de NO,-Tyr totales presentes en |la apoA-I fueron unas trece
veces mas elevados que los niveles totales encontrados en la apoA-I de plasma
de pacientes. Algo similar se observé para la cloracién (incorporacién de un
atomo de cloro en el anillo aromatico de la tirosina, en posicién orto respecto al
—OH fendlico) de residuos de tirosina de la apoA-l, cuyos niveles fueron cuatro
veces mayores en HDL aislada de tejido ateroesclerdtico respecto a las HDL
plasmaticas de sujetos sanos. Esto apoya la propuesta de que la modificacién
oxidativa por nitracién y cloracidon de residuos de tirosina de la apoA-l en la
pared arterial privaria a la HDL de sus capacidades cardioprotectoras,
contribuyendo asi al desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la
ateroesclerosis [40]. De igual modo, se han encontrado niveles elevados de NO,-
Tyr en diversas situaciones fisiopatolégicas, como en el fluido cerebroespinal de
pacientes que han experimentado stroke lacunar [41] o a nivel sérico en sujetos
gue presentan encefalopatia hepatica minima secundaria a cirrosis hepatica,
situacion en la cual ademas la propia medida de los niveles séricos de NO,-Tyr
podria ser de utilidad para la identificar pacientes con dicha patologia, la cual
hasta ahora no puede ser detectada por los analisis de rutina [42]. La Figura 2.4
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muestra cdmo los niveles de residuos de NO,Tyr en proteinas se encuentran
elevados en cortes de arteria coronaria de pacientes con placas aterosclerdticas
respecto a muestras de arteria coronaria no aterosclerdticas [43], lo que
constituye un ejemplo de un fendmeno observado en diversas situaciones
patoldgicas.

Figura 2.4. Incremento en los niveles de NO,Tyr en arterias coronarias ateroscleréticas.
Deteccion por inmunohistoquimica de proteinas con residuos de NO,Tyr en secciones de
arteria coronaria sana (izquierda) y con placa aterosclerética estable (derecha). Se observa
en verde la fibronectina (una glicoproteina de la matriz extracelular del tejido conjuntivo), en
rojo la tincién para NO,Tyr mientras que en azul se ven los nucleos celulares (tefiidos con
DAPI); en amarillo se representa la superposicion de las tinciones para fibronectina y NO,Tyr.
La letra “L” marca la ubicacién del lumen del vaso. Se aprecia notablemente como, en
arterias coronarias sanas, la inmunoreactividad para NO,Tyr es apenas detectable, mientras
gue en arterias con placas aterosclerdticas se detectan niveles importantes de NO,Tyr [43].

2.3. Agentes oxidantes y nitrantes de relevancia biolégica

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas reactivas derivadas del
oxigeno molecular que se forman como un subproducto natural del metabolismo
aerobio. Actualmente, es ampliamente aceptado el hecho de que las ROS juegan
un papel fisioldgico crucial no solo en varios estados patolédgicos sino también en
la homeostasis celular. Bajo condiciones normales, las concentraciones de ROS se
encuentran estrechamente controladas por moléculas antioxidantes,
manteniéndolas en niveles que les permiten participar como segundos
mensajeros en la transduccion de sefiales. Sin embargo, cuando se producen
excesivamente, o cuando los niveles de antioxidantes se encuentran agotados,
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las ROS pueden causar dafio a lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las ROS
pueden ser tanto de naturaleza radicalar como no radicalar [44].

2.3.1. Superoxido (02°)

La formacion de 0,* puede considerarse como el paso inicial para la
formacién subsecuente de otras ROS. Es generado por la reduccién
monoelectrénica del oxigeno molecular (0;), y en comparacién con otros
radicales libres, es una especie poco reactiva. Puede actuar como un agente
oxidante (E%o,e-, 2n+/H20. = + 0,94 V) asi como también como un agente reductor
(E® 0z/020- = - 0,33 V) Al ser una especie cargada en condiciones fisioldgicas (pKa=
4,8), no puede atravesar libremente las membranas bioldgicas, aunque puede
hacerlo a través de canales anidnicos. El destino del 0,* a nivel celular estd
determinado principalmente por la actividad de varias enzimas sitio-especificas:
la familia de las superdxido dismutasas (SOD), que convierten al superéxido en
O, y perdxido de hidrégeno (H,0,) [45] (Ec. 1).

20, +2H" 22, H,0,+0, (1)

La dismutaciéon espontidnea del 0,% (es decir, no enzimatica) ocurre en
medios acuosos a pH neutro con una constante de velocidad del orden de 10° M
151 [46], mientras que la reaccién catalizada por las SOD tiene una constante de
velocidad de 1-2 x 10° M's™. Si bien la constante de velocidad de la dismutacién
catalizada por las SOD es muy elevada y haria pensar que practicamente todo el
0,° es consumido por esta reaccidn, la ya mencionada reaccién del 0,* con *NO
posee una constante de velocidad aun mayor (aprox. 1 x 10*° M*s™), por lo que
el éxido nitrico podria competir en ciertas ocasiones con las SOD por el
superoéxido [15] (Ec. 2).

*NO + 0, — ONOO™  (2)

A pesar de ser estas las principales vias de consumo del superéxido, existen
otras reacciones directas entre el 0, y distintos blancos celulares, capaces de
producir dafno a biomoléculas. Se destaca dentro de estas la reaccién con los
centros ferro-sulfurados [4Fe-4S] de deshidratasas como la 6-fosfogluconato
deshidratasa y la aconitasa. La oxidacién de estas enzimas produce su
inactivaciéon vy la liberacidon de un atomo de hierro, capaz también de proseguir
con reacciones oxidativas. No obstante, es dando lugar a otros oxidantes mas
potentes (como H,0, y ONOQO’) que ocurren los principales efectos citotdxicos
del superéxido [47].
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Los dos sitios principales de formacidn de superéxido a nivel biolégico son la
mitocondria y los fagosomas. A nivel mitocondrial, el 0,* se genera por la
reduccion monoelectréonica del oxigeno molecular por componentes de la
cadena transportadora de electrones. Se da asi una produccién basal de 0,°*, la
cual puede incrementarse notablemente bajo una variedad de condiciones
patoldgicas. Dentro de los fagosomas, la produccion de superdxido ocurre
durante la fagocitosis de un microorganismo invasor por un macréfago o un
neutréfilo a través del ensamblaje y activacion del complejo NADPH oxidasa
(NOX). Este complejo enzimdtico cataliza la produccién de 0,* a partir de
NADPH (que se oxida a NADP") y O, [48].

2.3.2. Peréxido de hidrégeno (H202)

El H,0, es una ROS pequefia, no radicalar y neutra. A diferencia del 0,*,
puede difundir libremente a través de membranas celulares [49]. Es un agente
oxidante relativamente débil, con un potencial de reduccion estdndar de 1.76 V
para su reduccion por dos electrones a HyO (E%hy00/m20= + 1,76 V). Dado que el
enlace O-0 se polariza facilmente, el H,0, posee un cierto cardcter electrofilico
[50]. A nivel biolégico, el peréxido de hidréogeno es capaz de oxidar tioles (-SH),
tanto de bajo peso molecular como proteicos, a su respectivo grupo sulfénico (-
SOH), capaz de formar rapidamente enlaces disulfuro (-S-S-) en presencia de mas
grupos -SH [51]. Es también capaz de oxidar metales de transicién como hierro
(Fe) y manganeso (Mn) en distintos estados de oxidacion, formando asi especies
oxidantes secundarias. Por ejemplo, el H,0, oxida por dos electrones al hierro
férrico (Fe**) de grupos hemo (presentes en hemoproteinas), formando un
intermediario oxo-ferrilo (Fe*'=0) mas un catién radical centrado en la porfirina.
En presencia de un estado reducido de dichos metales de transicion (ej. Fe*"), el
H,0, puede actuar como oxidante por un electrén, descomponiéndose de este
modo a un ion hidroxilo (OH’) mas un radical hidroxilo (*OH). Esta reaccion del
H,O, con metales de transicion reducidos se conoce como reaccion de Fenton
(Ec. 3) [15].

X-Fe?* + H,0, —> X-Fe** +OH +*OH  (3)

Existen diversos mecanismos de descomposicidn del H,0, a nivel intracelular;
las principales vias son las mediadas por catalasas (CAT), peroxirredoxinas (Prx) y
glutation peroxidasas (GPx). Mientras que las primeras catalizan Ia
descomposicion de dos moléculas de H,O0, a H,0 y O, sin necesidad de otros
sustratos, las Prx y GPx reducen el perdxido de hidrégeno a H,0, quedando en un
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estado oxidado y precisando de otros sustratos para reducirse a su estado inicial
[52]. Ademds de su papel como oxidante bioldgico participando en reacciones
capaces de generar dafo oxidativo, existe evidencia creciente de que a bajos
niveles, el H,0, también funciona como un agente sefializador dentro de vias de
transduccion de sefiales [53].

2.3.3. Radical hidroxilo (*OH)

El radical hidroxilo es una especie extremadamente reactiva que oxida
componentes celulares a través de adicién directa, abstraccién de atomos de
hidrégeno y transferencia electrénica. Un gran numero de compuestos
biolédgicamente relevantes exhiben constantes de velocidad de reaccién con el
*OH del orden de 10%-10" Ms? o gue constituye esencialmente una
reactividad limitada por difusiéon [54]. Es la molécula mas oxidante presente en
sistemas bioldgicos (E”eon, nt/m0= + 2,31 V) [55]. Es capaz de oxidar al acido
desoxirribonucleico (ADN), ya sea mediante reaccién con las bases nitrogenadas
o con el azucar del nucleétido, pudiendo ocasionar mutaciones genéticas y
alteraciones en la transcripcidon. De igual modo, puede inducir la oxidacién
lipidica y de proteinas, ya sea a nivel del esqueleto polipeptidico o de las cadenas
laterales de los aminodacidos [56]. La gran reactividad del *OH con la mayoria de
las biomoléculas y su minima capacidad de difundir hacen que no sea selectivo
para la modificacion de proteinas, salvo que se genere de manera sitio especifica
dentro de sitios de unién a metales [15].

2.3.4. Oxido nitrico (*°NO)

El *°NO es producido por una gran variedad de tipos celulares mediante las
enzimas oxido nitrico sintasas (NOS) constitutivas e inducibles, y como ya fue
mencionado, cumple diversos roles fisiolégicos como la regulacién del tono
vascular, neurotransmision y la modulacion de procesos inflamatorios. Sin
embargo, la produccidn excesiva de *NO es capaz de producir dafio tisular. A
pesar de ser un radical libre, el dxido nitrico tiene una reactividad selectiva,
reaccionando predominantemente con otras especies paramagnéticas como
hierro férrico o ferroso en hemoproteinas o centros ferro-sulfurados, oxigeno
molecular, anidn radical superdxido y radicales lipidicos o proteicos. Su auto-
oxidacién por reacciéon con O, resulta en la formacién de nitrito (NO,) como
principal producto final, aunque este no tiende a acumularse debido a que es
oxidado a nitrato (NO3’) [57]. A pesar de reaccionar directamente con ciertos
blancos intracelulares, su principal potencial citotdxico radica en la formacidn de
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especies de mayor reactividad durante su oxidacion, principalmente peroxinitrito
y radical diéxido de nitrégeno (*NO,) [15].

2.3.5. Di6xido de nitrégeno (*NO2)

El radical diéxido de nitrégeno es una especie reactiva del nitrégeno que
experimenta una variedad de reacciones, que incluyen la recombinacién con
otras especies radicalares, la adicion a dobles enlaces, la transferencia
electronica y la abstraccion de atomos de hidrégeno de enlaces carbono-
hidrogeno de compuestos insaturados, fenoles y tioles. Las constantes de
velocidad de las reacciones de recombinacion del *NO, con un gran ndimero de
radicales libres estan cercanas a la limitacién por difusion (k > 10° M%s™); son de
particular relevancia las reacciones de recombinacién del *°NO, con radicales
lipidicos y proteicos para producir lipidos y proteinas nitradas [58].

El didxido de nitrégeno puede formarse directamente a partir de la auto-
oxidacién del °NO, que en ultima instancia produce nitrito (Ecs. 4-6). Este
mecanismo seria fisioldgicamente importante solo bajo condiciones de una
produccidn excesiva de *NO, aunque se encuentra significativamente aumentado
en entornos hidrofdbicos debido a la mayor solubilidad del éxido nitrico y el
oxigeno en dichos ambientes. Otro intermediario reactivo importante que se
forma durante estas reacciones es el trioxido de dinitrogeno (N,Os), que es
considerado como el principal responsable de la nitrosacion de biomoléculas
mediada por éxido nitrico.

2°NO+0, — 2°NO; (4)
.NO + .N02<_> N203 (5)
N203 + Hzo — 2 NOZ_ +2 HJr (6)

Otro mecanismo de formacion de °NO, es a partir de la oxidacién
monoelectrénica del NO, catalizada por diversas hemoperoxidasas en presencia
de H,0, (ej. mieloperoxidasa y peroxidasa del eosindfilo) o por sistemas de
Fenton (produccién de *OH) (Ecs. 7-9 y 10).

PFe(lll) + H,0, — P**Fe(IV)=0 +H,0 (7)
P**Fe(IV)=0 + NO,, — PFe(IV)=0 + °*NO, (8)
PFe(IV)=0 + NO,, — PFe(lll) + °NO,  (9)

*OH + NO,, — °*NO, + OH" (10)
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Por ultimo, también puede generarse en sistemas biolégicos *NO, a partir de
la descomposicion por homdlisis del ONOO’, ya sea mediante su protonacién o
tras reaccion con didxido de carbono (CO;) o metales de transicidon [58].

2.3.6. Peroxinitrito (ONOO-)

El peroxinitrito es una especie oxidante de corta vida que, como ya se
menciond, se produce por la reaccién controlada por difusion entre el *NO vy el
0,* (Ec. 2). El anion ONOO™ es la base conjugada del 4cido peroxinitroso
(ONOOH); dado que el pKa para el ONOOH es de 6.8, ambas especies coexisten a
pH fisiolégico. Tanto el ONOO™ como el ONOOH pueden participar directamente
en oxidaciones por uno y dos electrones con biomoléculas, en particular con
metales de transicién y tioles. Uno de los blancos principales del ONOO™ en
sistemas biolégicos es el CO,, que lleva a la formacién del aducto
nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO;). Dicho compuesto decae
espontaneamente a NOs” y CO, con la produccidn de radical anidn carbonato
(COs*) y °NO, con un rendimiento de aproximadamente 35%, capaces de
participar en procesos de oxidacién por un electron. Alternativamente, el
ONOOH puede experimentar una ruptura homolitica del enlace O-O (homdlisis
catalizada por protén del ONOO) generando *OH y *°NO, con un rendimiento del
30%, decayendo el resto (70%) a NOs". Sin embargo, esta reaccidn es lenta (k=
0.9 s a37°Cy pH 7.4) en comparacién con las reacciones directas del ONOO" y
el ONOOH con otros blancos presentes en sistemas bioldgicos, constituyendo un
componente menos relevante de la reactividad in vivo del peroxinitrito [59].

Los tioles, tanto de bajo peso molecular como proteicos, son uno de los
principales blancos del peroxinitrito. La reaccidn directa entre estas especies
implica un ataque nucleofilico de la forma aniénica del grupo tiol (tiolato, -S)
sobre el ONOOH, que deriva en la reduccidn de este ultimo por dos electrones a
NO,, y transformando al tiol a su respectivo acido sulfénico (-SOH). Las
peroxirredoxinas (Prx), un tipo de peroxidasas dependientes de tioles, presentan
las constantes de velocidad de reaccion con ONOOH mas elevadas; la
peroxirredoxina 5 humana, por ejemplo, presenta una constante de velocidad de
7 x 10’ M s, Ademds de los tioles, los metales de transicién también reaccionan
rapidamente de manera directa con el peroxinitrito, pudiendo ser oxidados tanto
por uno como por dos electrones, con la consecuente reduccién del ONOO™ a
*NO, 0 a NO,, respectivamente. Son en particular relevantes dentro de este tipo
de reacciones las del ONOO™ con hemoproteinas, las cuales son diversas y
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dificilmente predecibles. Algunas hemoperoxidasas presentan constantes de
velocidad de reaccién con peroxinitrito que estan dentro de las mas elevadas
para proteinas (> 10° Ms?), pero a pesar de ser proteinas funcionalmente
relacionadas, los productos de la reaccion son variables (Figura 2.5). Por ejemplo,
la enzima prostaglandina endoperéxido H sintasa-1 es oxidada por dos
electrones por el peroxinitrito, generando el compuesto | de la peroxidasa
(intermediario oxo-ferrilo mas un catién radical de la porfirina) y nitrito; sin
embargo, la oxidacion de la mieloperoxidasa por ONOO™ produce el compuesto Il
de la peroxidasa (intermediario oxo-ferrilo de la porfirina) y radical diéxido de
nitrégeno. Algunas hemoproteinas, como la oxihemoglobina y Ila
metahemoglobina, catalizan la isomerizacién del peroxinitrito a NOs’; incluso,
hay algunas hemoproteinas que no reaccionan directamente con el ONOO,
como la catalasa y el citocromo c oxidado [48].

¢ ¢ ¢ o
Ci:) CED No reaction

]
|
+
N~ -NO, MO~

Figura 2.5. Reacciones entre el peroxinitrito y las hemoproteinas. El peroxinitrito es capaz
de oxidar por dos electrones (1) o por un electrén (2) a ciertas hemoproteinas. Por el
contrario, otras hemoproteinas catalizan la isomerizacidn del peroxinitrito (3), mientras que
otras no presentan reaccion con el ONOO' a velocidades detectables (4) [48].

Mas alld de los blancos mencionados que reaccionan rapidamente de manera
directa con el peroxinitrito, numerosas biomoléculas son oxidadas y/o nitradas
por los radicales derivados del peroxinitrito, como son los residuos de tirosina,
los tioles, el ADN y los dacidos grasos insaturados de los fosfolipidos. Estas
modificaciones dependientes de radicales libres derivados del peroxinitrito
suelen ser procesos de bajo rendimiento, debido al gran niUmero de reacciones
en las que pueden participar especies como el CO3;* y el *°NO,, y también debido
a la existencia de moléculas atrapadoras de los mismos, principalmente de
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glutation [59]. A pesar de lo mencionado recién, y a la existencia de numerosos
blancos que reaccionan directamente con el peroxinitrito, este tipo de
modificaciones por radicales derivados del ONOO™ ocurren in vivo. En primer
lugar, es importante remarcar que no todas las reacciones directas del ONOO' lo
descomponen a formas no reactivas; tanto la reaccién con CO, como la reaccion
con algunas hemoperoxidasas promueve la formacidon de agentes oxidantes
secundarios y otras especies radicalares, capaces de llevar a cabo la modificacidon
de diversas biomoléculas. Ademds, la mayoria de los blancos “benignos” del
peroxinitrito (antioxidantes enzimaticos como las Prxs o no enzimdticos como el
glutatién) son hidrofilicos y compartimentalizados, con lo que no pueden
alcanzar compartimientos hidrofébicos; dado que el peroxinitrito puede
atravesar membranas bioldgicas con relativa facilidad, puede llegar a evitar este
tipo de antioxidantes al abandonar los compartimientos donde ellos residen.
Entonces, en compartimientos de baja concentracién de antioxidantes como los
fluidos extracelulares o los compartimientos hidrofdbicos, la reaccién del ONOO®
con CO; e incluso la homolisis catalizada por protén podrian prevalecer, llevando
a la formacién de radicales oxidantes que producen los efectos ya mencionados
[48]. La Figura 2.6 resume las principales vias de reaccién del peroxinitrito que ya
fueran mencionadas.

'NO, + CO;’

T 35%

[ONO,CO3] Eﬁ- NO, + CO,

A
CO2 |
) H 095" v .
‘NO + O; —» ONOO™ === ONOOH === [NO, ‘OH] — NO;
M™ | RH 11 30% | IV
\‘*"Noz NO;
Y
Min+1)+ ROH 'NO, + -OH

Figura 2.6. Principales vias de reaccion del peroxinitrito. Se esquematizan los principales
destinos del ONOO™ en sistemas bioldgicas, que incluyen reacciones directas con diversos
blancos, como metales de transicién (l), sulfhidrilos y otros grupos oxidables por dos
electrones (ll) y CO, (lll), asi como la homdlisis del ONOOH a radicales secundarios (V) o a
NO; (V) [60].
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2.4. Mecanismos de nitracién y oxidacion de tirosina

Las modificaciones de nitracién y oxidacién de residuos de tirosina pueden
ocurrir en condiciones bioldgicas por diversas rutas, basadas todas ellas en la
quimica de radicales libres. Dentro de estas, los dos mecanismos de mayor
relevancia son los dependientes de ONOO vy los dependientes de
hemoperoxidasas. La nitracion de tirosina constituye un proceso de dos pasos: el
paso inicial consiste en la oxidacion del anillo fendlico de la tirosina para generar
el producto de oxidaciéon por un electrén, el radical tirosilo; el segundo paso
implica la adicién del *°NO, al Tyr® en una reaccién de terminacién radical-radical.
El paso inicial de generacidon de radical tirosilo puede ser llevado a cabo por
diversos oxidantes por un electrén producidos in vivo, como COs*, *OH, *NO, o
complejos oxo-metalicos (Me(“+1)+=0), como los generados tras la reaccién del
ONOO' o el H,0; con diversas hemoperoxidasas. En membranas bioldgicas o en
lipoproteinas, especies oxidantes formadas durante los procesos de
lipoperoxidacién, como los radicales peroxilo y alcoxilo lipidicos (LOO® y LO®),
son también capaces de producir la oxidacidn de tirosina a radical tirosilo.

El ONOO no reacciona directamente con la tirosina, sino que son los radicales
derivados del mismo los que lo hacen (Fig.2.6). Es mediante la generacién de
estas especies radicalares derivadas que el peroxinitrito es capaz de oxidar y
nitrar a los residuos de tirosina, al producir tanto especies capaces de oxidar a la
tirosina a radical tirosilo como °*NO, para reaccionar con el Tyr® generado. El
principal mecanismo alternativo de nitracion de tirosina es el dependiente de
hemoperoxidasas (como la mieloperoxidasa y la peroxidasa del eosindfilo), en
presencia de H,O, y NO,. Como ya fue mencionado, la reaccidon de las
hemoperoxidasas con H,0, genera la oxidacidn del grupo hemo en el sitio activo
al compuesto | de la peroxidasa. Este intermediario es capaz de oxidar por un
electréon a la Tyr, generando Tyr®, o al NO,, generando °*NO,. Al llevar a cabo
cualquiera de estas oxidaciones, el intermediario evoluciona al compuesto Il de
la peroxidasa, el cual también puede oxidar por un electron a la tirosina o al
nitrito, regenerdndose en esta instancia la hemoperoxidasa en su estado inicial.
El nitrito es oxidado mds rapido que la tirosina por el compuesto I, mientras que
lo contrario se cumple para el compuesto Il. Es de este modo que diversas
hemoperoxidasas, en presencia de H,O, y NO,, generan de manera simultanea
Tyr® y °NO,, llevando a la formacién de 3-nitrotirosina.

Otra via alternativa relevante que puede llevar a la nitracién de residuos de
tirosina, y que supone una alternativa a la adicién de *NO, que ocurre en el
segundo paso de la reaccidén de nitracion, es la reaccidon del radical tirosilo con
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oxido nitrico, formandose el producto 3-nitrosotirosina. Este compuesto puede
ser posteriormente oxidado a NO,-Tyr a través de la formacién de un radical
iminoxilo, mediante un proceso de oxidacién por dos electrones (a través de dos
pasos de oxidacion por un electrén de la nitrosotirosina), capaz de ser llevado a
cabo por hemoperoxidasas y H,0,. Este mecanismo de nitracidon podria ser muy
relevante en condiciones bioldgicas al no depender de la reacciéon entre *NO, Yy el
radical tirosilo; el radical didéxido de nitrégeno reacciona rapidamente con
reductores intracelulares como el glutation (el cual alcanza concentraciones del
orden de milimolar dentro de las células), entre otros blancos posibles, lo que
supone una limitante importante para que se forme el producto nitrado por
reaccion entre Tyr® y *°NO,. Por el contrario, el *"NO es menos reactivo que el
*NO,, no reacciona directamente con el glutatiéon y presenta una vida media
biolégica mucho mas elevada (>100 ms contra 5-20 ps para el *NO,), lo cual
favoreceria su rdpida reaccidon con radicales tirosilo frente a otras reacciones.
Independientemente de cual sea la via, la nitracién de residuos de tirosina in vivo
siempre depende en ultima instancia de la produccién de 0,* y °NO, ya que los
mismos o reaccionan entre si para formar peroxinitrito o decaen a H,0, y NO,,
actuando como sustratos de las hemoperoxidasas.

Ademads de la nitracién de tirosina, reacciones laterales pueden desviar los
radicales tirosilo generados de la adicién de *NO, y conducir a la formacién de
productos de oxidacion secundarios. La mas estudiada de estas reacciones es la
dimerizacion a 3,3’-ditirosina (DiTyr). Implica la rapida reaccion entre dos
radicales tirosilo, y es detectable como subproducto aun en condiciones
estequiométricas respecto a las concentraciones del agente oxidante inicial que
genera el radical tirosilo y de *°NO,. La proporcién en que se forma respecto al
evento de oxidacion global de tirosina depende principalmente de las
concentraciones relativas de Tyr, Tyr® y *NO, durante la reaccién. La capacidad
de difusién de los radicales tirosilo también influye sobre la probabilidad de
encuentro de dos Tyr®, por lo que esta reaccién seria mas importante en fase
acuosa que en membranas, donde la capacidad difusional de los radicales tirosilo
es considerablemente menor. La presencia en exceso de especies radicalares
diferentes al °NO, puede llevar a que el radical tirosilo evolucione a derivados de
la tirosina sustituidos en la posicidon 3. Por ejemplo, un exceso de radical
hidroxilo presente durante procesos de oxidacidn de tirosina lleva a la formacién
del derivado hidroxilado de la tirosina, la 3-hidroxitirosina (DOPA). Las reacciones
de nitracion de tirosina, asi como la formacion de los subproductos
mencionados, presentan una fuerte dependencia con el pH. Esto se debe en
parte a los varios mecanismos posibles en que el peroxinitrito evoluciona a
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especies nitrantes (dependiente de H*, de CO, o de metales de transicién), y
también al hecho de que los oxidantes por un electrén reaccionan mas rapido
con la forma disociada de la tirosina (fenolato) [2, 16, 39]. En la Figura 2.7 se
esquematizan los mecanismo de nitracién y oxidacién de tirosina mencionados.
La Tabla Il presenta los valores de las constantes de velocidad para varias
reacciones relevantes que participan en los procesos mencionados.

Si bien en sistemas bioquimicos controlados los mecanismos de nitracidn de
tirosina dependientes de radicales libres estan bien elucidados, el problema es
mas complejo cuando se lo lleva a la situacidon que ocurre in vivo. En sistemas
bioldgicos, los oxidantes se forman en flujo, a diferencia de cémo se los utiliza
tradicionalmente en experimentos quimicos en los cuales se los agrega en bolo.
Ademas, esta el hecho de que la presencia de antioxidantes y de reacciones de
reparacion de radicales limitan ampliamente las reacciones de nitracién. Por
ejemplo, el glutatién, presente en concentraciones muy elevadas a nivel
intracelular, es capaz de reaccionar con el ONOOH directamente pero también
con el radical tirosilo para regenerar la tirosina (reaccion de reparacion del
radical tirosilo) asi como con el °NO,, disminuyendo sus niveles y previniendo asi
gue reaccione con posibles radicales tirosilo formados. No obstante, se ha visto
en un gran numero de casos la formacidn de 3-nitrotirosina in vivo y como se
correlaciona con niveles tisulares de *NO elevados. Estas consideraciones llevan
a la busqueda de posibles explicaciones que permitan, en base a las
observaciones experimentales, dar cuenta de la presencia de NO,-Tyr in vivo. Es
asi que factores tales como la nitracion sitio-especifica catalizada por metales, la
nitracién de tirosina a través de la formacién de 3-nitrosotirosina y la asociacién
de proteinas a ambientes hidrofébicos como membranas bioldgicas adquieren
una relevancia especial al buscar la comprensién de los mecanismos que llevan a
la nitracion de residuos de tirosina en sistemas bioldgicos [39].
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Figura 2.7. Mecanismos radicalares de oxidacién y nitracion de tirosina. El paso inicial de los
procesos de oxidacién de la tirosina es la formacion del radical tirosilo, lo cual es llevado a
cabo por diversos oxidantes de un electrén. Dependiendo de las condiciones, el radical tirosilo
podra dar lugar a la formacion de 3-nitrotirosina o de otros productos de oxidacidn, como la
3,3-ditirosina o la DOPA. La especie X representa al radical glutationilo, mientras que ROO*
representa especies como los radicales peroxilo lipidicos o al superdxido; dichas especies son
capaces de formar aductos con el radical tirosilo [2].
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Tabla Il. Constantes de velocidad de las principales reacciones implicadas en la nitracion vy
oxidacién de tirosina [2].

Reaccion Especie (R) k (M-1s-1)
Oxidacién por un electrén de la tirosina: TyrH + R® >Tyr® + RH co,” 4,5x 10’
*NO, 3,2x10°
Me=0 7,7x10°
Loo* 4,8x10°
Lo* 3,5x10°
*OH 6,5 x 10°
Formacién de 3-nitrotirosina: Tyr® + *°NO, > NO,Tyr *NO, 3,0x 10°
*NO 1,0x10°
Dimerizacién y formacién de aductos: Tyr® + R > Aducto de Tyr *OH 1,2 x 10"
Tyr® 2,3x10°
0," 1,5x 10°
Loo® N.D.
Gs* N.D
Reduccién del radical tirosilo: Tyr® + RH = TyrH + R® Ascorbato 4,4 x 10°
Glutation 2,0 x 10°

N.D. No determinado

Ademas de los mecanismos radicalares que llevan a la nitracion de tirosina,
inicialmente se propuso que la reaccidon de nitraciéon de residuos de tirosina
podria ocurrir por un mecanismo independiente de radicales libres, llamado
nitracion electrofilica aromatica (un tipo particular de reaccién de sustitucién
electrofilica aromatica). Dicho mecanismo de nitracién se planted que podria ser
promovido por las reacciones del ONOO™ con metales de transicion. En dicho
mecanismo, el peroxinitrito formaria inicialmente un complejo con el metal de
transicién para formar un portador polarizado del catién nitronio (NO,"), el cual

podria posteriormente descomponerse a NO," libre por ruptura heterolitica (Ec.
11).

ONOO™ + Me"X —» ONOO-Me"X —>
NO,5"-0%-Me"X — NO,* + 0=Me"X (11)

A continuacidn, el portador polarizado o el propio NO," atacarian a la tirosina
como un aceptor de dos electrones, generando un ion nitroareno como
intermediario, el cual evoluciona luego a 3-NO,Tyry H* (Ecs. 12-14).

NO,-O-Me"X + TyrH — [TyrH-NO,-O-Me"X] —»
NO,-Tyr + O=Me"X + H* (12)

NO," + TyrH— [NO,TyrH']— NO,-Tyr + H*  (13)
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O=Me"X + 2H" — Me"X + H,0 (14)

En solucién acuosa, la vida media del NO," es muy corta debido a que
reacciona rapidamente con H,O para decaer a NOs’; por lo tanto el complejo
NO," unido al metal seria la especie que reaccionaria con la tirosina (Ec. 12). En
este mecanismo de nitracion electrofilica aromatica, no existe un cambio en el
estado redox neto del centro metdlico, a diferencia de lo que ocurre con las
reacciones entre el ONOO™ y los metales de transicion que se mencionaron
previamente. Se cree que la nitracion aromatica electrofilica de residuos de
tirosina podria operar para ciertos complejos de metales de transicion, como
ocurre en la nitracién peroxinitrito dependiente de la Tyr-108 de la Cu, Zn SOD
bovina o la Tyr-34 de la MnSOD humana, si bien con la informacién actual no
puede descartarse un mecanismo radicalar [15]. Un mecanismo de nitracién
independiente de radicales libres como lo es la nitracién electrofilica aromatica
no produciria como subproducto la 3,3’-ditirosina, ya que el mismo se forma
Unicamente por procesos radicalares que implican la formaciéon de radical
tirosilo. Es por esto que la cuantificacién de DiTyr en sistemas de reaccién de
nitracion de tirosina por ONOO™ y metales de transicién resulta clave para
evidenciar la presencia o no de procesos radicalares en los mecanismos de
nitracién.

2.5. Metales de transicion en biologia

Los metales de transicidn son esenciales para numerosos procesos biolégicos
en practicamente todos los seres vivos, desde bacterias hasta humanos. Aportan,
entre otras, funciones estructurales y cataliticas como grupos prostéticos en las
metaloproteinas; por esto, son necesarios para numerosos procesos fisiologicos,
gue van desde la transcripcidon génica hasta la respiracion celular. Los metales de
transicidon son necesarios en niveles traza, siendo los mas abundantes de ellos en
el ser humano el hierro, el cobre y el manganeso. Estos tres metales, localizados
en el bloque d de la tabla periddica, son considerados como acidos de Lewis,
presentando constantes de estabilidad elevadas cuando son coordinados por
ligandos que son bases de Lewis , como los tiolatos y los imidazoles. Su facilidad
para oscilar entre un estado oxidado y uno reducido es la principal caracteristica
gue les permite actuar como cofactores en reacciones enzimaticas. Los metales
de transicién son absorbidos de la dieta por el duodeno y transportados a los
sitios de utilizacion. Dentro de las células, pueden existir bajo muchas formas,
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que incluyen unidos a biomoléculas (como proteinas), en asociacidon con especies
de bajo peso molecular (como aminoacidos) o como iones libres. Sus niveles
sistémicos y celulares deben ser monitoreados y regulados activamente, ya que
por un lado, su deficiencia puede llevar a la pérdida de actividades enzimaticas
cruciales, mientras que por otro lado, su acumulacién puede dar lugar a
reacciones indeseadas que generan especies reactivas del oxigeno, dafio
oxidativo y, eventualmente, muerte celular [61, 62, 63].

2.5.1. Hierro

El hierro es requerido por la mayoria de los organismos ya que sirve como
grupo prostético para proteinas involucradas en procesos celulares centrales,
como la respiracion, la sintesis de ADN y el transporte de oxigeno. Diariamente,
el ser humano puede absorber entre 1-3 mg de hierro, para remplazar las
pérdidas diarias. Los enterocitos captan el hierro de la dieta mediante el
transportador de metales divalentes 1 (DMT-1; en forma de Fe®" ingresa) y lo
exportan hacia la circulacion (momento en que vuelve a oxidarse a Fe**), donde
se une a una proteina plasmatica que lo transporta, la transferrina. De este
modo, el hierro es transportado hacia la mayor parte de las células, siendo los
precursores de los eritrocitos los que captan una mayor cantidad. El higado
también capta grandes cantidades de hierro, el cual lo almacena unido a la
proteina ferritina. El hierro citosédlico es utilizado para la sintesis de proteinas
gue contienen hierro, mientras que la mitocondria lo utiliza para la biosintesis de
los clusteres hierro-azufre (Fe-S) y del grupo hemo. La cantidad de hierro
absorbida a diario representa solo una minima fraccién del hierro corporal total:
la mayor parte del hierro circulante proviene del reciclaje de los grupos hemo de
los eritrocitos senescentes por parte de los macrofagos reticuloendoteliales [64].

En las proteinas, el hierro se encuentra formando complejos quimicamente
diversos, como los centros ferro-sulfurados, los complejos de hierro
mononuclear, los complejos oxo-Fe; y los grupos hemo. En todos ellos, el hierro
suele estar en estado de oxidacion +2 o +3; los estados +4 y +5 suelen formarse
transitoriamente durante reacciones de oxigenacion [65]. Aproximadamente dos
tercios del contenido total de hierro corporal de una persona adulta se
encuentra incorporado en los grupos hemo de la hemoglobina [66]. El grupo
hemo es una protoporfirina de hierro que consiste en un macrociclo formado por
cuatro anillos pirrdlicos sustituidos conectados por enlaces metileno (Figura 2.8).
Cuando el dtomo de hierro estd en estado ferroso (Fe?*), el complejo se llama
ferroprotoporfirina o hemo, mientras que cuando esta en estado férrico (Fe*') el
complejo se llama ferriprotoporfirina o hemina. El hemo es una molécula de
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naturaleza hidrofébica, que contiene grupos metilo, vinilo y propionilo como
sustituyentes de los anillos pirrol. En la naturaleza, existen varios tipos de grupo
hemo que difieren en la composiciéon de las cadenas laterales de los pirroles. El
mas abundante es el hemo tipo b, que esta presente en todas las hemoproteinas
salvo en los citocromos c y a, que tienen hemo cy g, respectivamente [67].

S—Cys
CH,  CH=CH, CH,  CHeH,
Cys—S ]

CH;=0H. [~ N../—] C& g \ ]
2 \_l N L O CHCH [N\ CH,
N—Fe—N “» ‘-'\,* Fo—N

A N ™= . ) - =
cH, |/ "\ CH,CH,C00 LM crycn.co0-
~— |-
CH;  CH,CHCOO CH,  CH;CH;COO
Iron protoporphyrin IX Heme C

(in b-type cytochromes) (in c-type cytochromes)

Figura 2.8. Estructura del grupo hemo. El grupo hemo consiste de cuatro anillos de cinco
miembros que contienen nitrégeno dispuestos de manera ciclica, en una estructura llamada
porfirina. Los cuatro atomos de nitrégeno estan coordinados con un atomo de hierro central,
que puede estar como Fe** o como Fe*. La protoporfirina IX de hierro (izquierda) se
encuentra en los citocromos de tipo b y en la hemoglobina y mioglobina, entre otras
proteinas. El hemo ¢ (derecha) se encuentra unido covalentemente al componente proteico
del citocromo c a través de dos enlaces tioéter con dos residuos de cisteina [1].

Dado que numerosas enzimas que contienen hierro cumplen un rol esencial
en el metabolismo energético y la proliferacion celular, un déficit severo de
hierro a nivel celular resulta en la inhibicién de la proliferacién de las células y
puede eventualmente llevar a muerte celular. A nivel sistémico, la deficiencia de
hierro puede causar anemia, que altera el transporte de oxigeno hacia los tejidos
y genera efectos adversos sobre la funcién cardiopulmonar. De igual modo, un
exceso de hierro también tiene consecuencias negativas sobre la homeostasis
celular. La presencia de exceso de hierro en forma libre puede promover la
generacion de especies reactivas del oxigeno, por ejemplo, a través de la ya
mencionada reaccion de Fenton (Ec. 3), o también por reaccion entre el hierro
ferroso e hidroperdxidos lipidicos, que puede llevar a la formacion de radicales
peroxilo y alcoxilo lipidicos; esta produccion de especies altamente reactivas
puede producir dafio a lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos [66].
La formacion de especies reactivas del oxigeno mediada por hierro estd
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implicada en la patogénesis de numerosos desérdenes vasculares, como la
ateroesclerosis o la anemia hemolitica microangiopatica. Una fuente abundante
de hierro redox-activo son los grupos hemo de las hemoproteinas intracelulares.
En efecto, el hemo (y la hemina) libre produce dafio a lipidos, proteinas y ADN a
través de la generacidon de ROS [67].

2.5.2. Cobre

El cobre es un metal redox-activo que es utilizado predominantemente por
organismos que viven en ambientes ricos en oxigeno y que fluctia entre un
estado oxidado (Cu?*) y uno reducido (Cu®). Con estos cambios en su estado
redox, el cobre puede coordinar con una variedad de ligandos que incluyen al
oxigeno de carboxilatos, nitrégenos de imidazoles, tiolatos de cisteina y grupos
tioéter de la metionina, al tiempo que también es capaz de participar en
interacciones catién-m. Muchas enzimas se aprovechan de los cambios en el
estado de oxidacién de atomos de cobre unidos, en presencia de oxigeno, para
catalizar reacciones redox para diversas transformaciones quimicas que son
claves en biologia. Algunos ejemplos de esto lo constituyen la superéxido
dismutasa de Cu y Zn, la citocromo oxidasa (Complejo IV de la cadena
respiratoria mitocondrial), la ceruloplasmina y la hefaestina (ambas importantes
en la homeostasis del hierro al catalizar su oxidacién) y la tirosinasa (enzima que
participa en la sintesis de melanina). Ademas de la participacion como cofactor
enzimatico en reacciones de oxidacidn-reduccidn, en ciertas proteinas, el cobre
cumple un rol estructural [68]. A nivel intracelular, hay minimas cantidades de
cobre libre: el Cu se encuentra principalmente unido a proteinas o ligado a
glutation u otras moléculas de bajo peso molecular. Las enzimas que contienen
cobre reciben dicho elemento de chaperonas de cobre, que unen estrechamente
al Cu y lo entregan a las proteinas blanco [69].

La absorcion de Cu en el cuerpo humano depende de diversos factores, como
la forma quimica del mismo o la presencia de otros componentes dietarios. Un
30-50% del cobre ingerido se absorbe en el intestino delgado, principalmente
como Cu®; cantidades muy pequefias son absorbidas en el estémago. Una parte
del cobre enddégeno presente en las secreciones digestivas es ademas
reabsorbida. El Cu absorbido es transportado en la sangre unido
predominantemente a la albumina (aunque también en parte por la
transcupreina), que lo libera en los tejidos que lo requieran. Gran parte del cobre
absorbido es captado por el higado, que puede almacenarlo dentro de los
hepatocitos, secretado a la sangre o excretado en la bilis. Los hepatocitos usan el
cobre para la sintesis de cuproenzimas, pudiendo almacenar el resto unido a la
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proteina metalotioneina. Si bien la albumina es quien cumple principalmente el
rol de transporte de cobre en sangre hacia los tejidos, aproximadamente un 60-
90% del Cu circulante en plasma se encuentra unido a la ceruloplasmina, una
proteina que une seis &tomos de cobre y cuya funcién ya fue mencionada.

En individuos sanos, los mecanismos mencionados operan correctamente: el
Cu suele estar como grupo prostético en ciertas enzimas o unido estrechamente
a proteinas de almacenamiento o transporte y por lo tanto no se encuentra libre
y disponible para ejercer otros efectos. Sin embargo, en ciertas situaciones,
como frente a exposicion a niveles excesivos de cobre (por ejemplo, por
contaminacién ambiental o exposicidén laboral) o por defectos hereditarios en
proteinas involucradas el metabolismo de dicho elemento, los niveles de cobre
pueden verse elevados, existiendo una mayor cantidad de Cu libre capaz de
ejercer efectos toxicos. Al igual que lo mencionado para el hierro, los efectos
téxicos del cobre se deben a su capacidad de oscilar entre diferentes estados de
oxidacion, pudiendo participar asi en reacciones de formaciéon de especies
reactivas del oxigeno y oxidacion de biomoléculas. Por ejemplo, al igual que el
hierro ferroso, el Cu” puede generar radicales hidroxilo a través de la reaccién de
Fenton (Ec. 3), el cual podrd producir dafio oxidativo a diversas moléculas.
Ademas, el Cu®* puede iniciar procesos de peroxidacion lipidica; un caso bien
estudiado y de mucha relevancia es la oxidacién del componente lipidico de la
lipoproteina de baja densidad (LDL). De este modo, los niveles elevados de cobre
pueden tener un impacto negativo sobre la salud humana; por ejemplo, la
intoxicacidon crénica con Cu afecta principalmente el higado (al ser el principal
sitio de depdsito del mismo), pudiendo llevar al desarrollo de cirrosis hepatica,
con episodios de hemdlisis y dafo a los tubulos renales, el cerebro y otros
drganos. Por su parte, la intoxicacion aguda con cobre genera principalmente
trastornos gastrointestinales. Dado que el cobre actia como cofactor en diversas
enzimas que cumplen funciones muy importantes en diferentes procesos
biolégicos, la deficiencia de cobre también puede ocasionar distintas
complicaciones, sobre todo, desérdenes hematoldgicos y neuroldgicos [70].

2.5.3. Manganeso

El manganeso es un componente esencial de la dieta humana, necesario para
el correcto desarrollo y funcionamiento del organismo. En mamiferos, puede
existir en los estados Mn?* y Mn**; mientras que el Mn?" presenta propiedades
quimicas similares al calcio (Ca**) y al magnesio (Mg?*), el Mn** es similar al Fe*".
Las diversas funciones que cumple el manganeso en sistemas bioldgicos
dependen en gran medida de la quimica de su estado de oxidacién. Por ejemplo,
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el Mn? es un cofactor esencial en la glutamina sintetasa y en varias transferasas
e hidrolasas, mientras que el rol del Mn en la superéxido dismutasa mitocondrial
depende de la conversion entre los estados de oxidacion +2 y +3 [71]. En muchas
enzimas que dependen de Mn?*, el metal suele funcionar como un activador de
las mismas, al unirse a la proteina directamente o a través de un sustrato, como
el ATP, para iniciar un cambio conformacional y promover la actividad enzimatica
[72].

En humanos, el Mn se obtiene de la dieta. Aproximadamente un 3-5% del
manganeso ingerido resulta finalmente absorbido; su captacion estd
estrechamente regulada, y cualquier exceso ingerido es excretado facilmente por
via biliar. Los mecanismos de absorcién y transporte del manganeso son
similares a los del hierro: ingresa a los enterocitos a través del DMT1 en el estado
Mn?* y es transportado en sangre unido a la transferrina, previa oxidacion a Mn>*
(si bien puede ser llevado también por la albiumina). Los tejidos con una alta
demanda energética (principalmente el cerebro) o con un alto contenido de
pigmentos presentan las mayores concentraciones de manganeso. También
existen altos niveles de Mn en huesos, higado, pancreas y rifién. A nivel
intracelular, predomina el manganeso en estado Mn?*, y suele encontrarse unido
a ATP; preferentemente, el Mn dentro de las células se acumula en la
mitocondria [73, 74].

Al igual que lo comentado para el hierro y para el cobre, debido a su
esencialidad, la presencia de niveles bajos de manganeso trae consigo serias
complicaciones fisioldgicas, como problemas de crecimiento, formacién de
huesos débil, fertilidad reducida, tolerancia a la glucosa anormal y alteraciones
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. De igual modo, la presencia de
niveles elevados de manganeso en el organismo puede resultar en el desarrollo
de distintas situaciones patoldgicas; en particular, la acumulacién de manganeso
en el sistema nervioso central puede conducir a la aparicion de manganismo, un
desorden neurolégico caracterizado por anormalidades psicoldgicas vy
neuroldgicas que se parece a las de la enfermedad de Parkinson. Las similitudes
entre las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Parkinson y el
manganismo incluyen la presencia de bradicinesia y rigidez generalizada, asi
como también de una manera de caminar caracteristica, conocida como marcha
de gallo (“cock-walk”). Sin embargo, los niveles excesivos de manganeso dafan
otras dreas del cerebro aparte de las afectadas en la enfermedad de Parkinson, y
por esto, el manganeso ha sido relacionado también con la etiologia de otras
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington, el
Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrofica. La exposicidn a altos niveles de Mn
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ambiental es una de las principales causas del desarrollo del manganismo. Uno
de los principales factores implicados en la neurotoxicidad del manganeso es, al
igual que para el hierro y el cobre, el estrés oxidativo. Por ejemplo, un
mecanismo bien estudiado de neurotoxicidad del Mn es su capacidad de
catalizar la autooxidacién de catecolaminas (en especial de la dopamina) a
guinonas; este proceso implica la produccién de especies reactivas del oxigeno,
ademas de ocasionar una disminucién en los niveles de dopamina. Ademas de
este efecto se ha propuesto también que, dado que suele acumularse en la
mitocondria, el Mn en concentraciones elevadas podria interferir con la cadena
respiratoria mitocondrial, llevando a una produccién excesiva de especies
reactivas del oxigeno. De hecho, se ha visto que el Mn** es capaz de inhibir al
complejo | y a la ATP sintasa de la cadena respiratoria [72, 73, 74].

2.6. Bioquimica redox del grupo hemo

El grupo hemo es sintetizado a nivel celular a partir de dos precursores, que
son el succinil-CoA (proveniente del ciclo de Krebs en la mitocondria) y el
aminoacido glicina. Un conjunto de ocho enzimas, de localizacién tanto citosélica
como mitocondrial, se encargan de transformar estos precursores en la
protoporfirina IX y catalizar ademas la incorporacién del dtomo de hierro ferroso
en el centro del anillo. Se precisan en total ocho moléculas de succinil-CoA y
ocho de glicina para lograr la sintesis de la protoporfirina IX. Si bien su sintesis
puede ocurrir virtualmente en todos los tejidos, los principales sitios de sintesis
lo constituyen las células eritroides y los hepatocitos; claramente, estos dos tipos
celulares lo sintetizan con diferentes finalidades. En el higado, gran parte del
hemo sintetizado es incorporado a la familia de los citocromos P450, implicados
en el metabolismo de xenobidticos. Por su parte, los precursores eritroides
sintetizan todo el hemo para su incorporacién en la hemoglobina. Una vez que
las hemoproteinas resultan degradadas, el grupo hemo debe ser correctamente
metabolizado. Su catabolismo implica en primer lugar la ruptura del tetrapirrol
ciclico por parte de un sistema complejo de enzimas llamado hemo oxigenasa,
formando biliverdina (un tetrapirrol lineal) y liberando Fe*" y mondxido de
carbono; posteriormente, la biliverdina es reducida a bilirrubina. A continuacién,
la bilirrubina producida en los tejidos periféricos es transportada en plasma
unida a la albumina hasta el higado, donde las células del parénquima hepatico la
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captan. Posteriormente, la bilirrubina es conjugada con dacido glucurdnico para
aumentar su polaridad y finalmente resulta secretada en la bilis [5].

En la hemoglobina, el grupo hemo se encuentra reducido (con el atomo de
hierro en el estado Fe?") y uniendo oxigeno molecular. En dicho contexto, el
potencial pro-oxidante del hemo se encuentra relativamente controlado. Sin
embargo, una vez que los eritrocitos envejecen, puede ocurrir su lisis a nivel
intravascular, lo que resulta en la liberacién de su gran contenido de
hemoglobina a la sangre. Tras esto, puede ocurrir la disociacidon de los grupos
hemo de la hemoglobina (antes o después de su oxidacion a metahemoglobina),
resultando en grupos hemo libre y cadenas de globina libres. Una vez en su
forma libre, el grupo hemo liberado en su estado ferroso (uniendo oxigeno) se
oxida rapidamente al estado férrico, generandose asi hemina libre en plasma y
liberando en este proceso superdxido; esto tiene como resultado final la
presencia de hemina libre capaz de participar en reacciones oxidativas asi como
también la produccidon de superdxido. No obstante, existen circulando en el
plasma diversos sistemas proteicos que participan en la detoxificaciéon de la
hemoglobina libre y de sus productos derivados. La haptoglobina es una proteina
plasmadtica cuya funcién es unir la hemoglobina liberada, para evitar que genere
dano y transportarla al higado para su catabolismo. En caso de liberarse el grupo
hemo en sangre, éste es captado principalmente por dos proteinas: la
hemopexina y la albumina. La hemopexina es una glucoproteina que une hemo
con una alta afinidad (Kg < 1 pM), reduciendo notoriamente de este modo los
efectos toxicos del hemo (y la hemina) libres. Ademas, se encarga de transportar
los grupos hemo liberados en sangre hacia el higado, donde pueden ser
degradados por la hemo-oxigenasa; es asi la principal proteina plasmatica
encargada de la unidén y transporte de hemina libre en plasma en condiciones
basales. Sin embargo, dado que su concentracidon normal es relativamente baja
(6-25 uM), este sistema de detoxificacion puede verse saturado con facilidad si
se liberan cantidades mayores de hemina por parte de los glébulos rojos; es alli
cuando se hace necesaria la participacién de otra proteina: la albumina. Esta
proteina es la principal proteina del plasma (alcanza concentraciones de aprox.
600 uM) y es capaz de unir con gran afinidad hemina (Ky < 10 nM), formando
complejos en una relacién molar 1:1. Si bien se ha visto que estos complejos
hemina-albimina son redox-activos, su actividad es mucho menor que la de la
hemina libre, por lo que la albimina cumple un rol en evitar los efectos tdxicos
de la hemina libre que complementa a la de la hemopexina. A diferencia de lo
gue ocurre con los complejos hemina-hemopexina, no hay evidencia de que los
complejos hemina-albumina sean transportados a las células parenquimales del
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higado, con lo cual la albdmina funcionaria mas como un depdsito de hemina en
situaciones en que la capacidad de la hemopexina se encuentra saturada. Asi,
mantendria a la hemina en circulacién en un estado menos téxico, a la espera de
que se libere hemopexina y la pueda transportar al higado para su degradacién
[67, 75].

En condiciones normales, los eventos de hemodlisis intravascular son
relativamente esporddicos y los sistemas de detoxificacion mencionados son
suficientes para dar cuenta de la baja cantidad de hemoglobina y hemina que
resulta liberada, evitando asi que ejerzan efectos tdxicos. No obstante, en
situaciones patoldgicas donde hay un incremento importante de la hemdlisis
intravascular (por ejemplo, anemia hemolitica, anemia falciforme, isquemia
reperfusidon y hemorragias), la cantidad de hemina que resulta liberada de los
glébulos rojos lisados puede ser tan grande que supera la capacidad de la
hemopexina y la albumina para unirla, resultando en la existencia de hemina
libre en plasma (capaz de alcanzar una concentracién de hasta 20 uM). En su
estado libre, la hemina (y el hemo también) resulta téxica para células y tejidos
principalmente a través de la produccién de especies reactivas del oxigeno,
siendo el principal responsable de esto el dtomo de hierro redox-activo que
posee. En efecto, se ha visto que la hemina tiene una gran capacidad de
promover la peroxidacién lipidica (lo cual ademds se ve favorecido por la
hidrofobicidad de la hemina, que hace que tienda a intercalarse en membranas),
la oxidacion de acidos nucleicos y también la oxidacion de proteinas, en las
cuales puede inducir la formacion de entrecruzamientos covalentes (a través de
la formacién de ditirosina) asi como también promover la formacion de
agregados proteicos. Ademas de este dano a biomoléculas, la presencia de
cantidades importantes de hemina libre puede llevar a la disfuncién endotelial al
limitar la biodisponibilidad de dxido nitrico. Por un lado, la oxi-hemoglobina
liberada inicialmente puede reaccionar con el °*NO produciendo
metahemoglobina y NOs’; por otra parte, la produccién de especies reactivas del
oxigeno por parte de la hemina pueden consumir una fraccién del éxido nitrico
producido a nivel endotelial. Principalmente, el 0,* producido reaccionara con el
*NO produciendo ONOO’; esto no solo disminuye la disponibilidad de 6xido
nitrico, sino que a la vez genera una especie altamente oxidante capaz de
generar mas dafo. La hemolisis severa que produce esto también incluye una
liberacion de la enzima arginasa-l por parte de los eritrocitos, que puede
degradar al sustrato de la enzima éxido nitrico sintasa, la arginina, disminuyendo
asi la capacidad de sintesis de *NO. Otro de los efectos adversos de gran
importancia que genera la presencia de niveles de hemina libre elevados a nivel
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intravascular es su capacidad de inducir una respuesta inflamatoria. Los efectos
pro-oxidantes de la hemina pueden llevar a la activacidon del endotelio y a la
expresion por parte de las células endoteliales de moléculas de adhesién (como
la selectina-P, VCAM-1 e ICAM-1), que favorecen la adhesion de leucocitos al
endotelio. Ademas de esto, se han visto otros efectos pro-inflamatorios de la
hemina, como su capacidad quimiotdctica y activadora de neutréfilos. Por
ultimo, la hemina libre tiene una gran capacidad hemolitica, principalmente a
través de su efecto pro-oxidante, que puede alterar la homeostasis del eritrocito,
promoviendo su lisis. Con esto, estaria ocurriendo una retroalimentacién positiva
de la hemdlisis: una situacién patoldgica inicial produce una hemdlisis
intravascular aumentada, que genera una liberacién masiva de hemina a la
circulacion; a su vez, estos niveles altos de hemina inducen nuevos eventos de
hemolisis, de manera independiente de los de la situacion inicial. A través de los
mecanismos mencionados, la hemina juega un rol principal en las consecuencias
fisiopatoldgicas que surgen como consecuencia de la hemodlisis intravascular
severa que ocurre en situaciones patoldgicas [67, 76]. Ademas de estos
mecanismos de toxicidad mencionados, otro efecto capaz de ser promovido por
la hemina libre es la nitracién de residuos de tirosina proteicos en presencia de
H,0, y NO, [77].

2.7. Complejos metalicos de relevancia farmacoldgica

Dentro del drea de la bioquimica redox y el estrés nitro-oxidativo, un grupo de
compuestos sintéticos de interés farmacolégico que han sido ampliamente
estudiados son las metaloporfirinas de hierro y de manganeso. Inicialmente
disefiadas para presentar actividad superdéxido dismutasa, se descubrid
posteriormente que eran capaces de ejercer efectos protectores principalmente
contra la citotoxicidad mediada por ONOO" tanto en experimentos in vitro como
in vivo, al ser capaces de catalizar su descomposicion.

Estructuralmente, estos compuestos consisten en un anillo de porfirina
(tetrapirrol ciclico) idéntico al del grupo hemo, pero con sustituyentes de
naturaleza quimica diversa ubicados a nivel de los enlaces metileno que
conectan los pirroles (en las protoporfirinas naturales, los sustituyentes suelen
ubicarse a nivel de los anillos pirrélicos). El centro metalico es coordinado por los
cuatro nitrégenos de los pirroles, y puede ser Mn o Fe. La naturaleza de los
sustituyentes afecta en gran medida las propiedades fisicoquimicas de la
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metaloporfirina, como la carga, hidrofobicidad y potencial de reduccién del
atomo de hierro o manganeso para la transicién +3 a +2, motivo por el cual se
han diseflado un gran numero de estos compuestos presentando distintos
grupos sustituyentes. La Figura 2.9 muestra la estructura general de las
metaloporfirinas sintéticas asi como algunos ejemplos de sustituyentes
adicionados.

Las metaloporfirinas son capaces de experimentar reacciones bimoleculares
rapidas con el ONOO, al comportarse como el acido de Lewis de la forma
anidénica del peroxinitrito, ya sea a través de procesos redox de uno o dos
electrones. Distintas porfirinas de Fe** hidrosolubles gue actdan como
catalizadores de la descomposicién del ONOO™ han demostrado tener efectos
protectores en varios modelos de patologias. Dicho efecto fue atribuido a la
capacidad de las porfirinas de hierro de reaccionar directamente con el
peroxinitrito mediante una oxidacion de un electrén, que genera el intermediario
oxo-ferrilo de la porfirina (O=Fe*'P) y *NO,, o bien a través una reaccién de
isomerizacién del ONOO™ a NOs’, siempre con constantes de velocidad del orden
de 10°-10° Ms™. Si bien experimentalmente han tenido efectos benéficos en
varios modelos de enfermedad, un mecanismo de accion que implica la
reduccion por un electrén del ONOO™ deriva en la formaciéon de especies
radicalares, capaces de promover el dafio oxidativo, lo cual impone una limitante
al uso de estos compuestos. En cambio, una reaccidon de isomerizaciéon neta del
ONOO  a nitrato representaria una forma muy eficaz de descomponer el
peroxinitrito al llevar a la formacion de productos relativamente inertes. No
obstante, la isomerizacidon del ONOO™ a NO3™ por parte de las porfirinas de hierro
resulta poco probable de ocurrir in vivo, pues en base a los mecanismos
planteados, solo podria ocurrir en ausencia de agentes reductores externos.

De igual modo, las porfirinas de manganeso (MnP) han ejercido importantes
efectos protectores contra el dafno mediado por ONOO™ en sistemas in vitro e in
vivo. Por ejemplo, la porfirina de manganeso Mn(lll) meso-tetrakis(N-etil-2-
piridil)porfirina (MnTE-2-PyP) ha demostrado tener importantes efectos
neuroprotectores contra dafios isquémicos focales, asi como también presenté
un efecto protector contra lesiones pulmonares por radiacién y contra disfuncién
del musculo esquelético en sepsis. Ademas, otras porfirinas de manganeso han
presentado resultados prometedores, ejerciendo un importante efecto protector
en diversos modelos patolégicos, siendo consideradas para la realizacion de
ensayos clinicos para lograr un conocimiento mas profundo de su posible rol
farmacoldgico en distintas enfermedades.
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Figura 2.9. Estructura de las metaloporfirinas. Estructura basica de las porfirinas de Fe y Mn
empleadas como catalizadores de la descomposicidn del peroxinitrito. El metal (Fe o Mn) se
representa como M, mientras los sustituyentes del anillo de la porfirina se representan como
R. Se representan como ejemplo algunos de los sustituyentes utilizados habitualmente y que
brindan propiedades fisicoquimicas caracteristicas a cada compuesto [59].

En todos los casos, el principal mecanismo propuesto para los efectos
ejercidos por estos compuestos es la descomposicion catalitica de peroxinitrito.
Dicho mecanismo podria transcurrir por dos vias principales que son a través de
la reduccion por un electrén o de la reduccidon por dos electrones del ONOO’, con
constantes de velocidad que van de 1 x 10° M™s™ a 3,4 x 10’ M™'s™; el tipo de
reaccion que ocurrird va a depender del estado de oxidacion de la porfirina de
manganeso. Normalmente, las MnP son administradas en el estado +3 (Mn**P),
el cual es el mas estable. En dicho estado, el compuesto promueve la reduccién
por un electrén del ONOO’, generando *NO, y el estado oxo-manganeso de la
porfirina (0=Mn**P); a continuacidn, el compuesto retorna a su estado inicial
(Mn*'P) a expensas de algtn reductor intracelular, el cual reduce al 0=Mn*'P. De
esta manera, la porfirina de manganeso estaria descomponiendo de manera
catalitica al ONOQO,, si bien produce en el camino especies altamente reactivas
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como °NO, y O=Mn*P, capaces de promover reacciones no deseadas (ej: la
nitracién de tirosina). La via de descomposicion del ONOQO™ por dos electrones
podra ocurrir si la porfirina de manganeso resulta reducida al estado +2 (Mn%P)
a nivel intracelular una vez administrada. De hecho, diversos reductores
intracelulares son capaces de reducir a estos compuestos, como el glutation o las
flavoproteinas. En su estado Mn**P, la reaccién entre la porfirina de manganeso
y el ONOO genera como productos NO,  y O=Mn*'P; posteriormente, el
complejo O=Mn*'P retorna al estado Mn*'P, pasando primero por el estado
Mn3+P, mediante la oxidacion de reductores celulares. Este mecanismo catalitico
de descomposicion del peroxinitrito presenta una ventaja importante respecto al
anterior mencionado y es que se evita la formacién de °NO,, con lo cual
disminuyen las posibilidades de que se den reacciones de oxidacion secundarias
no deseadas [48, 59]. La Figura 2.10 resume los mecanismos de descomposicidn
de peroxinitrito por parte de las porfirinas de manganeso y de hierro.
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Figura 2.10. Descomposicion catalitica de peroxinitrito por parte de porfirinas de manganeso
y hierro. Se muestran los mecanismos de descomposicién catalitica del ONOO™ por parte de
metaloporfirinas de hierro o manganeso. Las porfirinas de hierro pueden isomerizar el ONOO" a
nitrato (a). Por su parte, las porfirinas de manganeso pueden ser reducidas a nivel intracelular al
estado Mn>* (b) y reducir por dos electrones al ONOO™ (c); el resultante complejo de Mn**
puede ser reducido de vuelta al estado Mn>* por reductores intracelulares (d). Ademas, tanto
las porfirinas de Mn como las de Fe pueden promover la reduccion del peroxinitrito por un
electrén a *NO, (e), y nuevamente el complejo Mn/Fe** es finalmente reducido al estado ().
ETC: cadena transportadora de electrones; GSH: glutation [59].
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3. Objetivos

Se plantea como objetivo general de este trabajo el estudio de la nitracién y
oxidacion de tirosina por peroxinitrito en fase acuosa mediada por metales de
transicién; como objetivos especificos se plantean: 1) identificar complejos
metalicos de bajo peso molecular de relevancia bioldgica capaces de promover
este tipo de modificaciones oxidativas; y 2) estudiar los mecanismos de reaccién
implicados.

4. Materiales y Métodos
4.1. Materiales

Los reactivos fosfato de potasio monobasico y dibdsico (KH,PO4 y K;HPOy), L-
tirosina, cloruro de sodio (NaCl), acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), 3-
nitro-L-tirosina, 3,4-dihidroxifenilalanina, diéxido de manganeso (MnO,), nitrito
de sodio (NaNO,), pirofosfato disédico (Na,H,P,05), cloruro férrico (FeClze6H,0),
citrato trisddico (Cit), adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP), sulfato
de cobre (CuSO45H,0), acido L-glutdmico (Glu), L-histidina (His), L-lisina (Lys),
acido p-hidroxifenilacético (p-HPA), Peroxidasa de rabano (HRP), B-
mercaptoetanol (B-ME), acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), carbdén
activado, solucién de acido Bicinconinico (BCA), solucién de sulfato de cobre (ll) y
albdmina sérica bovina (BSA) fueron adquiridos en Sigma. El &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) disédico fue de Fisher Biotec. El hidréxido de
sodio (NaOH) y la Hemina (Ferriprotoporfirina IX cloruro) fueron adquiridos en
Applichem; el Acido o-fosférico (H3PO., solucién 85% w/w) fue de Merck y la
Albumina sérica humana (HSA, solucién al 25%) fue adquirida en Baxter
Healthcare Corporation. Las porfirinas de manganeso Mn(lll) meso-tetrakis(N-
etil-2-piridil)porfirina pentacloruro (MnTE-2-PyP) y Mn(lll) tetrakis(4-Acido
benzoico)porfirina cloruro (MnTBAP) fueron adquiridas en Calbiochem. El
peréxido de hidrégeno (H,0,) fue de Mallinckrodt Chemicals y el metanol
(MeOH) empleado en las separaciones por cromatografia fue de Macron Fine
Chemicals.

Todas las soluciones fueron preparadas en agua ultrapura deionizada para
evitar lo mas posible la contaminacion con metales traza.
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4.2. Métodos
4.2.1. Sintesis y cuantificacion de peroxinitrito

El peroxinitrito empleado en todos los experimentos fue sintetizado en un
reactor de flujo detenido a partir de NaNO, y H,0, en condiciones acidas como
fue descrito previamente [78]. Una vez realizada la reaccién, el H,0, remanente
se elimind tratando la solucién stock con MnO,; granular; la solucién alcalina de
peroxinitrito fue guardada a -80°C hasta su uso. Se controld que el contenido de
nitrito de las soluciones de peroxinitrito fuera menor al 20% (respecto al
peroxinitrito). La concentracién de las soluciones de peroxinitrito a utilizar se
determind siempre antes de cada experimento espectrofotométricamente
(Espectrofotdmetro UV-Visible Cary 50 Tablet, Varian, Inc.) midiendo la
absorbancia a 302 nm (e= 1670 M'cm™). Todas las diluciones de peroxinitrito
fueron realizadas en NaOH preparada siempre al momento de su uso.

4.2.2. Sintesis de 3,3’-ditirosina

La solucion estandar de 3,3’-ditirosina fue sintetizada de acuerdo a lo
reportado por Malencik et al [79]. El procedimiento consistié en incubar tirosina
(0,5 mM), peroxidasa de rdbano (HRP 4,5 uM) y H,0, (0,5 mM) en buffer fosfato
100 mM pH 7,4 por 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién
fue centrifugada en un tubo de filtrado Amicon Ultra de 15 mL (corte de 10 kDa)
para remover la enzima. Posteriormente, la ditirosina fue purificada por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC, Gilson) utilizando una
columna de fase reversa Beckman Coulter Ultrasphere ODS de 5 uM (10 mm de
didmetro interno x 25 cm de largo), utilizando como fase mdvil 97% Buffer
Fosfato de Potasio (KPi) 50 mM pH 3,0 y 3% Metanol. La DiTyr fue detectada por
fluorescencia, empleando una Aex= 294 nm y una Aem= 410 nm. El compuesto
fue recolectado y posteriormente cuantificado espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 315 nm (e= 8380 M'cm™ a pH 9,9) en un equipo Cary
50 Tablet, Varian, Inc.

4.2.3. Preparaciéon de complejos metalicos

Los complejos metalicos de bajo peso molecular utilizados se prepararon
mezclando voliumenes iguales de una solucion del ion metdlico (FeCl; o CuSQy)
con una solucién del ligando correspondiente, en una relacion molar de
concentraciones metal: ligando de 1:1,1 para los complejos Fe*'EDTA, Fe*'DTPA y
Cu>'EDTA o de 1:4 para los restantes complejos preparados (Fe3+Citrato, Fe>*ATP,
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Fe>*ADP, Fe**Glutamato, Fe**Histidina y Fe®*'Lisina). La solucién de FeCls
empleada para preparar los complejos fue preparada en acido clorhidrico (HCI)
O,1N.

Las soluciones de hemina y de la porfirina de manganeso MnTBAP fueron
preparadas en NaOH 0,1 N. La solucidon de MnTE-2-PyP se prepard directamente
en agua. Estas tres soluciones se mantuvieron en oscuridad luego de preparadas.
La estructura de algunos de los complejos metdlicos empleados se muestran en
la Figura4.1y4.2.

Todos los complejos metalicos preparados fueron caracterizados mediante la
realizacion de espectros en el intervalo UV-Visible (200 — 700 nm) empleando un

equipo Cary 50 Tablet, Varian, Inc.

MnTE-2-PyP MnTBAP

Figura 4.1. Estructura de las porfirinas de manganeso empleadas. Las dos porfirinas de Mn**

empleadas fueron MnTE-2-PyP y MnTBAP. La primera pertenece al grupo de las porfirinas
sintéticas con sustituyentes N-alquilpiridinio, que presentan carga positiva en las inmediaciones
del centro metdlico, lo que favorece la reaccion del compuesto con aniones. La segunda presenta
como sustituyentes cuatro moléculas de acido benzoico, lo que le brinda a este compuesto una

carga neta negativa de -3 [80].
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Figura 4.2. Estructura de los complejos Metal-EDTA y Hemina. Se emplearon como complejos
metalicos de bajo peso molecular mezclas de un metal de transicién coordinado con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (A) y también Hemina (B). Imagenes extraidas de
es.wikipedia.org (A) y www.sigmaaldrich.com (B).

4.2.4. Reacciones de oxidacién y nitracion de tirosina por peroxinitrito

Las reacciones de oxidacion y nitracidn de tirosina, en ausencia o presencia de
complejos metalicos, se realizaron agregando el peroxinitrito en forma de bolo
bajo agitaciéon vigorosa o mediante infusidn lenta empleando un equipo de
infusién automatica (Kd Scientific) a una solucién de tirosina en buffer fosfato de
potasio (100 o 150 mM para agregado en bolo o infusién, respectivamente) pH
7,3. Las concentraciones de tirosina y ONOO" utilizadas fueron en general 0,5
mM, salvo en aquellos experimentos donde se indica. En los experimentos
realizados en ausencia de complejos metalicos, los buffers empleados contenian
0,1 mM DTPA; cuando se evalud el efecto de los complejos metdlicos no se
afadié DTPA al buffer para evitar el posible secuestro del metal del complejo en
estudio por el DTPA del buffer. Debido a que la solucidn de peroxinitrito es
fuertemente alcalina, el pH de las muestras fue controlado siempre luego de
realizadas las reacciones para asegurar que las variaciones que pudieran ocurrir
en el pH no fueran significativas (< 0,2 unidades de pH). En cada experimento se
realizaron controles agregando peroxinitrito previamente descompuesto en
buffer fosfato pH 7,3 para descartar el efecto de los compuestos remanentes de
la sintesis del peroxinitrito (en particular NO,) sobre los resultados (adicidn
reversa del peroxinitrito). Todas las reacciones fueron realizadas por duplicado o
por triplicado a temperatura ambiente en un volumen final de 1 mL.
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Para el caso de las reacciones de nitracion y oxidacion de tirosina por ONOO"
en presencia de distintas concentraciones de hemina-albumina o de albimina, se
removid la proteina luego de realizadas las reacciones utilizando tubos de
filtrado por centrifugacion de 0,5 mL (Amicon Ultra 0,5 mL, corte de 10 kDa). El
filtrado (componentes de bajo peso molecular de la mezcla de reaccidn) se
recuperd para el analisis posterior de los productos formados.

Los experimentos en que se estudid el efecto del pH sobre las reacciones
fueron realizados en soluciones amortiguadoras de fosfato de potasio 100 mM
de diferentes valores de pH en el intervalo 5,5 a 8,5. Las mismas fueron
preparadas mezclando diferentes volumenes de soluciones de KH,PO4 y K,HPO,
de igual concentracion. La fuerza idnica se mantuvo constante en cada mezcla
mediante el agregado de NaCl a la solucién de KH,PO,4 (0,4 M de NaCl al stock 0,2
M de KH,PO,).

4.2.5. Analisis y cuantificacién de productos de oxidacién y nitracién de
tirosina por HPLC

La tirosina y sus productos de oxidacioén y nitracidn principales generados tras
las reacciones con peroxinitrito (DOPA, DiTyr y NO,Tyr) fueron separados y
cuantificados empleando un sistema de HPLC Agilent 1200 Series mediante una
columna de fase reversa TSKgel ODS-120A de 5 uM de TOSOH Bioscience (4,6
mm de diametro interno x 25 cm de largo). Se utilizé como fase mévil una mezcla
97% KPi 50 mM pH 3,0 y 3% MeOH (isocratico) a un flujo de 1 mL/min durante 33
minutos. Los productos fueron detectados por espectrofotometria UV-Visible a
280 nm (Tyr, DOPA y NO,Tyr) y a 360 nm (NO,Tyr) y por fluorescencia excitando
a 294 nm y detectando la emisién a 410 nm (DiTyr). La cuantificaciéon de los
compuestos se consiguid gracias al uso de estandares de cada uno de ellos (Tyr,
NO,Tyr y DOPA de Sigma; DiTyr sintetizada como se explicd) para la realizacién
de curvas de calibracion correspondientes en el equipo (relacién area del pico vs
concentracion de compuesto). Los tiempos de retencién caracteristicos de los
compuestos separados fueron normalmente: 6 minutos (DOPA), 8,3 minutos
(Tyr), 12 minutos (DiTyr) y 28 minutos (NO,Tyr). La nitracion no deseada durante
el analisis por HPLC por las condiciones acidas y el NO, presente en las mezclas
de reaccidon fue descartada mediante el andlisis de las muestras de adicién
reversa del peroxinitrito.
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4.2.6. Estudio cinético de la reaccién entre el ONOO- y el complejo metalico
FeEDTA

La cinética de la reaccidn entre el ONOO' y el complejo metalico FeEDTA fue
estudiada por espectrofotometria de flujo detenido en un equipo Applied
Photophysics SX-20 de acuerdo a Beckman et al [13]. El procedimiento consistio
en mezclar iguales volumenes de una solucién de FeEDTA (0,5 — 2 mM
concentracion final) y p-HPA (2 mM concentracion final) en buffer KPi 100 mM
pH 7,3 con una solucion de ONOO™ (0,1 mM concentracién final) en NaOH a 37°C.
La reaccién se siguid midiendo el incremento en la absorbancia a 432 nm
producto de la nitracion del p-HPA; los datos se ajustaron a una funcién
exponencial simple utilizando el software provisto por el equipo para obtener la
correspondiente constante de velocidad observada (kops). La constante de
velocidad de reaccion de segundo orden se obtuvo luego graficando los valores
de las kops €n funcién de las respectivas concentraciones del reactivo utilizado en
exceso (FEEDTA) y realizando el correspondiente ajuste lineal.

4.2.7. Preparacion de Hemina-Albtiimina (HemHSA)

Las soluciones de HSA utilizadas se prepararon realizando un tratamiento de
delipidacion del stock comercial empleando carbén activado, siguiendo el
protocolo descrito por Chen [81]. La concentracion final de HSA luego del
tratamiento, determinada espectrofotométricamente a 279 nm (e= 0,531 (g/L)
'em™) y asumiendo un peso molecular de 66.486 Da, fue de 1,42 mM. El
contenido de tiol reducido en dicho stock de HSA fue determinado utilizando
DTNB, luego de incubar la HSA con un exceso de DTNB en buffer pirofosfato de
sodio (0,1 M, pH 9) por 25 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se
usé un coeficiente de absorcién a 412 nm de 14150 M™cm™ para cuantificar el
anién 5-tio-3-nitrobenzoato (TNB) formado, el cual equivale a la cantidad de tiol
reducido presente en la muestra original de HSA. Como control, se midid la
formacién de TNB en el buffer utilizado luego de incubar el DTNB en iguales
condiciones pero en ausencia de HSA. Se obtuvo asi que el porcentaje de tiol
reducido (mol SH/mol HSA) en la solucion de HSA a utilizar fue menor al 1%,
indicando que la muestra carecia practicamente de grupos SH libres.

El complejo hemina-albumina fue preparado incubando HSA delipidada con
hemina (a partir de un stock 5 mM en NaOH) en una relaciéon de concentraciones
de 1:1,1 durante 20 minutos a temperatura ambiente, luego de un mezclado
rapido inicial en vortex. Posteriormente, se removid el exceso de hemina no
unida mediante gel filtraciéon en una columna PD MidiTrap G-25 (GE Healthcare)
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pre-equilibrada en KPi 100 mM pH 7,4. Se introdujo la mezcla (1 mL) en la
columna y se la separd por gravedad haciendo fluir el buffer usado a través de la
columna; el complejo HemHSA, intensamente coloreado (color rojo oscuro-
marrdn) eluyd rapidamente luego del ingreso de la muestra en la columna. Se
recolectéd un volumen aproximado de 1 mL de la fraccién mas intensamente
coloreada para evitar la contaminacién con hemina libre, que al ser de bajo peso
molecular, eluye luego de la proteina. La fraccidn recolectada se caracterizd
espectrofotométricamente.

Las fracciones de HemHSA asi preparadas fueron cuantificadas en placa de 96-
pocillos por el método del Acido Bicinconinico, siguiendo el protocolo de Sigma.
Se prepararon diluciones 1/100 y 1/200 de las muestras a cuantificar y una curva
de calibracién con albimina sérica bovina, por triplicado. Las mezclas de proteina
con el reactivo del ensayo se incubaron durante 30-40 minutos a 37°C y luego se
midié la absorbancia a 570 nm en un lector de placas. Se consiguid asi cuantificar
las muestras de HemHSA preparadas tras el proceso de purificacion.

4.2.8. Tratamiento de HSA y HemHSA con ONOO-

Las muestras de HSA y HemHSA preparadas fueron tratadas con diferentes
concentraciones de peroxinitrito, para evaluar la nitracién de residuos de tirosina
en la albumina que estd unida a hemina y compararla con la que ocurre en la
albdmina sola. Se hizo reaccionar la HemHSA o la HSA (0,1 mM de ambas) con
ONOO" (10 — 1000 uM) en KPi 100 mM pH 7,3 a temperatura ambiente, en un
volumen final de 200 pL bajo agitacién en vértex. Luego de realizadas las
reacciones, se removio la hemina de las muestras de HemHSA mediante
tratamiento con acetona 4acida. Se mezclaron 150 uL de las mezclas de reaccidn
de HemHSA con ONOO™ con 1 mL de acetona acida fria para precipitar la
proteina. Las mezclas se guardaron a — 20°C durante 30 minutos y luego se
centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos. Se descartaron los sobrenadantes
y el precipitado se resuspendié en 150 uL de agua. Se repitié el procedimiento
dos veces mas y el Ultimo precipitado fue resuspendido en 300 uL de agua.
Finalmente, se cuantificd la HSA remanente tras la remocion de la hemina en
todas las muestras por el método del acido bicinconinico.

4.2.9. Determinacién de NO2Tyr en muestras de HSA y HemHSA tratadas con
ONOO- por Dot-Blot

Los niveles de NO,Tyr formados en las muestras de HSA y HemHSA tratadas
con ONOO" fueron determinados por Dot-Blot, empleando anticuerpos
policlonales anti-NO,Tyr. Se sembraron 2 pg de proteina de cada muestra
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preparada en una membrana de nitrocelulosa, tras lo cual la membrana fue
bloqueada con una solucion de leche 5% en buffer fosfato salino (PBS). Luego de
esto se incubd la membrana con el anticuerpo primario anti-NO,Tyr (dilucién
1/2000 en PBS Tween 0,1% con BSA 3%). Después de la incubacién y de los
lavados (con PBS Tween 0,1%), se incubd con el anticuerpo secundario (dilucién
1/12000 en PBS Tween 0,1%) especifico para el revelado posterior en un equipo
de deteccion infrarrojo. Tras una hora de incubacion, la membrana se volvid a
lavar y finalmente se procedid a su revelado en un equipo Odyssey (Li-Cor). La
intensidad de las sefiales detectadas fue cuantificada por densitometria
utilizando el propio software del equipo.

5. Resultados

5.1. Analisis por HPLC de productos de oxidacion y nitracion de tirosina

Los niveles de productos formados tras las reacciones realizadas entre la
tirosina y el peroxinitrito se determinaron mediante el método de HPLC ya
descrito. Como se observa en la Figura 5.1A, el método es capaz de separar
eficazmente a los tres principales productos de oxidacién y nitracién formados
del sustrato inicial, obteniéndose picos de elucién de los compuestos muy bien
definidos. Esto permite que la cuantificacion de los mismos por esta técnica,
realizando curvas de calibracién respectivas, de manera confiable y precisa. Las
Figuras 5.1B y 5.1C representan cromatogramas tipicos obtenidos al realizar la
reaccion entre tirosina y ONOO™ a valores de pH 5,5 y 7,4 respectivamente; al
igual que para el analisis de la mezcla de estandares de la Figura 5.1A, se puede
observar como se consiguid la correcta de separacién de los productos de
reaccidon formados en cada uno de los casos. A partir del drea del pico de elucién
de cada compuesto se calculd para los diferentes experimentos la concentracién
de producto formado luego de las reacciones.
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5.2. Efecto de la concentracion de ONOO- y de tirosina sobre la
formacion de productos

Empleando el método cromatografico ya descrito, se estudid la formacion de
productos de oxidacidn y nitracion de tirosina a pH 7,3 formados tras la reaccidn
entre el ONOO' vy la tirosina variando primero la concentracién del oxidante y
luego la concentracidn de Tyr (Figura 5.2). Como se observa en la Figura 5.2.A,
los niveles de NO,Tyr formada aumentaron de manera proporcional al aumento
en la concentracién de ONOO’; sin embargo, los niveles de DiTyr presentaron un
incremento de tipo hiperbdlico: a bajas concentraciones de ONOQO’, aumentaron
rapidamente, mientras que a concentraciones mayores el aumento fue cada vez
menor hasta alcanzar un valor de formacidn de producto maximo a 500 uM de
ONOO'. Luego de alcanzado este valor maximo, los niveles de DiTyr no
aumentaron frente a un aumento mayor de la concentracién de peroxinitrito.
Este mismo comportamiento puede observarse al graficar los rendimientos de
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formacién de cada producto (calculado en base al peroxinitrito agregado) en
funcion de la concentraciéon de ONOQ' utilizada (Figura 5.2B). Mientras que para
la NO,Tyr los rendimientos se mantuvieron practicamente invariables en todo el
rango de concentraciones de ONOO™ utilizado (rendimiento del 10%
aproximadamente), para la DiTyr presentaron un descenso muy pronunciado,
yendo desde un valor de 18% al comienzo hasta menos del 1% para la mayor
concentracion de ONOO™ agregada. Es destacable el hecho de que a la menor
concentracién de peroxinitrito utilizada (50 uM) la formacién del producto de
dimerizacion fue mayor que la del producto nitrado (9,1 vs 5,8 uM). Si bien esto
se revirtié notoriamente para los demas casos, es importante remarcar que en
condiciones de un exceso de 10 veces de tirosina respecto al ONOQO’, el principal
producto formado tras la reaccién resulté ser la ditirosina, considerado
habitualmente como un producto minoritario respecto a la nitrotirosina.

De modo similar a como se observé al variar las concentraciones de ONOOQO',
cuando se realizaron las reacciones variando la concentracién de tirosina, se
obtuvieron resultados diferentes para la formacion de cada uno de los
productos. La NO,Tyr mostré un rdpido incremento en los niveles de formacién
para bajas concentraciones de Tyr, estabilizandose luego a concentraciones de
Tyr mayores. El valor maximo de producto nitrado formado se alcanzé a una
concentracién de 0,25 mM de tirosina (relacion ONOQO'/Tyr = 2). A diferencia de
esto, la cantidad de DiTyr formada fue minima a bajas concentraciones de Tyr
(indetectable a 0,010 y 0,025 mM de Tyr), pero aumenté considerablemente de
manera proporcional a la concentracion de tirosina para valores mayores a 0,1
mM de la misma. A la mayor concentracion de Tyr empleada (1 mM), los niveles
de producto nitrado y de dimerizacion fueron aproximadamente iguales,
mientras que para las demds concentraciones de Tyr fue siempre mayor la
cantidad de NO,Tyr respecto a la de DiTyr. Esto observado al variar la
concentracion de Tyr es similar a lo que se vio al variar la concentracién de
ONOQO'. A bajas concentraciones de tirosina respecto al ONOO’, predomina como
producto de la reaccién la NO,Tyr sobre el dimero; sin embargo, a medida que
comienza a aumentar la cantidad de tirosina respecto al ONOO’, la cantidad de
nitrotirosina formada permanece practicamente constante y aumenta
notoriamente la cantidad de ditirosina formada. Cuando la concentracion de
tirosina es el doble que la de ONOQ)/, los niveles de producto nitrado y dimero
son practicamente iguales. Si se continuara hacia excesos de Tyr sobre ONOO"
mayores, es probable que la cantidad de DiTyr que se formara fuera mayor a la
de NO;Tyr, de manera similar a como se obtuvo en la Figura 5.2A para la
situacion de exceso de 10 veces de Tyr sobre peroxinitrito.
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En resumen, la formacion de los principales productos de oxidacidn formados
tras la reaccién entre la tirosina y el peroxinitrito a pH 7,3 (3-nitrotirosina y 3,3’-
ditirosina) depende fuertemente de las concentraciones existentes de los
reactivos. A altas concentraciones de tirosina sobre ONOOQO’, la dimerizacién de la
tirosina resulta favorecida sobre la nitraciéon, mientras que a concentraciones
comparables de ambas especies o exceso de peroxinitrito respecto a la tirosina,
predomina ampliamente el producto de nitracidn, pasando la DiTyr a ser un
producto minoritario.

5.3. Nitracion y oxidacion de tirosina por ONOO- en presencia de
distintos complejos metalicos de bajo peso molecular

De acuerdo al método ya explicado, se prepararon los siguientes complejos de
metales de transicidn de bajo peso molecular: FeEDTA, FeDTPA, FeCitrato (FeCit),
FeADP, FeATP, FeGlutamato (FeGlut), Felisina (Felys), FeHistidina (FeHis) vy
CUuEDTA. Se evalud la capacidad de dichos compuestos, ademas de los también
preparados Hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP, de promover las reacciones de
nitracién y oxidacién de tirosina por ONOO'. Como punto inicial, se realizaron las
reacciones en presencia de una Unica concentracién de los distintos complejos
metalicos, para profundizar posteriormente el estudio en aquellos que pudieran
incrementar los rendimientos de formacidon de productos. La Tabla Il muestra
como se vieron afectados los niveles de nitracidon y dimerizacién de tirosina por
ONOO'" en presencia de los distintos complejos preparados (concentracién 100
MM para todos salvo para la hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP, cuya concentracién
fue de 25 uM). Como se puede ver en la misma, la mayor parte de los complejos
metalicos probados no consiguieron aumentar los niveles de formacion de
NO,Tyr o de DiTyr tras reaccién de ONOO™ con tirosina; este grupo de complejos
gue no tuvo efecto incluye a la mayoria de los complejos biolégicamente
relevantes que fueron preparados, es decir, aquellos en que el ligando del metal
era un metabolito habitual de las células de mamiferos (citrato, ADP, ATP y
aminodcidos). Tampoco tuvo efecto sobre la formacidon de productos el FeCls
(hierro férrico), el FeDTPA ni el complejo de cobre CUEDTA. Sin embargo, hubo
cuatro complejos estudiados que produjeron un incremento importante sobre
los niveles de formacién de NO,Tyr y DiTyr por reaccion de Tyr con ONOO™:
FeEDTA, MnTBAP, MnTE-2-PyP y Hemina. Los mismos produjeron un incremento
en los rendimientos de nitracion desde un 10% a valores de 21, 32, 26 y 20%
para FeEEDTA, MnTBAP, MnTE-2-PyP y Hemina, respectivamente. De igual modo,
los rendimientos de formacién de producto de dimerizacién se incrementaron
desde un 4% a 7% para FeEDTA y MnTBAP y a 8% para MnTE-2-PyP; no hubo sin
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embargo un aumento de DiTyr para la reaccidn realizada en presencia de
hemina.

Tabla Ill. Formacion de productos de oxidacién y nitracion en presencia de diversos complejos
metalicos de bajo peso molecular. Se expuso tirosina (0,5 mM) a ONOO™ (0,5 mM) en buffer KPi
100 mM pH 7,3 en presencia de distintos complejos de bajo peso molecular de metales de
transicidn. La formacién de productos (NO,Tyr y DiTyr) se determiné por HPLC de fase reversa. La
concentracion usada de los complejos fue de 25 UM para hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP, y de
0,1 mM para los restantes complejos.

Condicion [NO,Tyr] (uM) [DiTyr] (uM)
Tirosina 0 0
+ONOO 512 221
+ FeCl; 49+3 202
+ FeEDTA 103+2 33,8+0,9
+ FeDTPA 48 + 4 19+3
+ FeCit 46,5+0,8 195
+ FeADP 49+3 25,0+0,9
+ FeATP 502 20,6 £0,5
+ FeGlut 50,1+0,1 21,5+0,3
+ Felys 48+ 3 20+1
+ FeHis 381 14,8 £0,2
+ Hemina 9912 20+1
+ CuEDTA 46,3+0,6 20,5+0,2
+ MnTBAP 158+3 33,404
+ MnTE-2-PyP 128+3 41,6 +0,2

Mas allda de que no produjeron un efecto notorio a la concentracién utilizada
en el experimento de la Tabla Ill, se evalué la formacién de productos de
reaccion en presencia de diferentes concentraciones de FeCit, FeGlut, CUEDTA y
FeCl;, para tener la certeza de que lo observado no fuera producto de la
concentracion utilizada del complejo en dicho ensayo. Como se puede ver en la
Figura 5.3, en presencia de un amplio rango de concentraciones (10 — 1000 uM)
de los mencionados complejos, no hubo un incremento importante en los niveles
de formacién de productos de la reaccidén entre tirosina y ONOO’, apoyando el
resultado visto en la primera aproximacion. Por lo tanto, pese a que se observan
aumentos minimos en los niveles de nitracidon para ciertas concentraciones
usadas, los complejos de hierro férrico con diversos ligandos bioldgicos como
nucledtidos, aminodcidos o acidos tricarboxilicos, no serian capaces de promover
las reacciones de nitracion y oxidacién de tirosina por peroxinitrito.
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Figura 5.3. Nitracion y dimerizacion de Tyr por ONOO en presencia de distintas
concentraciones de FeCl;, FeCit, FeGlut y CuEDTA. Se estudido el efecto de distintas
concentraciones de FeCl; (A), FeCit (B), FeGlut (C) y CuEDTA (D) sobre la formacién de
productos de nitracion y dimerizacion de tirosina (0,5 mM) expuesta a ONOO™ (0,5 mM) en
buffer KPi 100 mM pH 7,3.

A continuacién, el estudio se enfocé en aquellos complejos metdlicos que en
la prueba inicial fueron capaces de generar rendimientos de nitracién vy
dimerizacidn considerablemente mayores a la situacién control. En primer lugar,
se evalud el efecto de diferentes concentraciones de dichos complejos sobre Ia
formacion de NO,Tyr y DiTyr a pH 7,3 por la reaccién entre la tirosina y el ONOO".
Dicho estudio se realizd agregando el peroxinitrito en forma de bolo y como
infusidn lenta.

Se realizd la reaccién entre tirosina y ONOO™ en presencia de diferentes
concentraciones del complejo FeEDTA (10 — 1000 uM), y se determind la
cantidad de NO,Tyr y DiTyr formados tras la misma (Figura 5.4). Cuando el
ONOO fue agregado en bolo, el FeEDTA incrementé de manera dosis-
dependiente los niveles de nitrotirosina formada notablemente (Figura 5.4A),
aumentando los rendimientos desde 13% a 45% para 1 mM del complejo. De

Tesina de Graduacion — FCIEN — UdelaR
Nicolas Campolo Halty



Nitracién y Oxidacién de Tirosina por ONOO- mediada por Metales de Transicién

modo similar, la cantidad de ditirosina formada aumenté a mayores
concentraciones de FeEDTA (Figura 5.4B), aunque para concentraciones del
complejo mayores a 250 uM, los niveles de la misma comenzaron a descender.
Dicho comportamiento de todos modos no fue tan pronunciado como lo fue el
incremento en los niveles de NO,Tyr (aumentaron los rendimientos de
dimerizacion del 4 al 6% tan solo).
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Cuando el agregado del ONOO" se hizo en forma de infusién lenta, se observd
también un incremento en los niveles de NO,Tyr en funcion de la concentracién
de FeEDTA (Figura 5.4A); sin embargo, este aumento fue mucho menos
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pronunciado que para el agregado del ONOO en bolo, aumentando los
rendimientos de nitracién de un 6% a un 17%. Es destacable el hecho de que
frente al agregado por infusién lenta, los niveles de nitracién obtenidos en
ausencia y presencia del complejo metalico son considerablemente menores que
los que se obtuvieron para iguales condiciones pero con agregado en bolo del
ONOO'. Ademas, el aumento observado en este caso, ademas de ser menos
pronunciado, fue apreciable recién a concentraciones de FeEDTA mayores a 50
MM. Los rendimientos de formacion de ditirosina fueron considerablemente
mayores cuando el ONOO" fue agregado como infusién respecto al agregado en
bolo, y presentaron de modo similar un incremento al aumentar la concentracion
de FeEDTA (Figura 5.4B). Sin embargo, al igual que para la nitracién, el aumento
en los niveles de DiTyr cuando el oxidante fue agregado en forma de flujo
continuo se observd para concentraciones de FeEDTA mayores a 50 uM y no
para los valores iniciales.

De igual modo a lo realizado para FeEDTA, se realizé la reaccién entre tirosina
y ONOO™ (agregado en bolo o infusién) en presencia de distintas concentraciones
de la porfirina de manganeso MnTBAP (2,5 — 100 uM) y se determiné la cantidad
de producto formado luego de la misma; los resultados de lo mismo se expresan
en la Figura 5.5. En todo el rango de concentraciones del complejo usadas, se
observd un incremento importante en los niveles de nitrotirosina formada al
aumentar la concentracion de MnTBAP, tanto para el agregado en bolo como en
infusion del peroxinitrito (Figura 5.5A). Asi como ocurrid para el complejo
FeEDTA, el aumento en la nitracién mediada por el complejo metdlico fue mas
pronunciado para el agregado del ONOO™ en bolo (aumento del rendimiento de
nitracion de un 10% a un 35%) que para el agregado en infusién (incremento del
rendimiento de NO,Tyr de un 6% a un 16%). Si bien en presencia de FeEDTA se
llegaron a obtener rendimientos de nitracion mayores (45% vs 35% para
agregado en bolo del ONOQ’), esto se dio para concentraciones mucho mas altas
de FeEDTA que las usadas de MnTBAP. Si se compara en el intervalo de
concentraciones abarcado por ambos complejos (hasta 100 pM), se puede
apreciar claramente como es mayor la capacidad de aumentar la nitraciéon de
tirosina del complejo MnTBAP. La mencionada porfirina de manganeso aumenta
de manera importante los rendimientos de nitracién incluso a concentraciones
muy bajas de la misma, indicando que tiene una gran capacidad para promover
las reacciones de nitracion incluso a concentraciones muy bajas (p. ej. 5 uM).
Esto mismo puede apreciarse también al observar cémo, al agregar el
peroxinitrito en infusién, se consiguen aumentar los niveles de NO,Tyr incluso
para las concentraciones mas bajas usadas de MnTBAP, a diferencia de lo que ya
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se remarcé que ocurria cuando se agregaba el ONOO™ en infusidn en presencia
de FeEDTA.
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Tanto para el agregado del ONOO™ en bolo como para su adicion en forma de
infusion lenta, se observé un incremento en los niveles de DiTyr formada al
aumentar la concentracién de MnTBAP. Esto ocurrié para concentraciones de
MnTBAP menores a 25 uM; a concentraciones mayores, los niveles de ditirosina
tendieron a descender. Nuevamente, se obtuvieron rendimientos de formacion
de ditirosina notablemente mayores (tanto en presencia como en ausencia de
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complejo metalico) cuando el ONOO™ fue agregado en infusion lenta que cuando
fue agregado en bolo.

Posteriormente, se midieron los niveles de formacién de productos de
oxidacion de tirosina por reaccién con ONOO™ en presencia de la otra porfirina de
manganeso utilizada, MnTE-2-PyP, en concentraciones de 2,5 — 100 uM (Figura
5.6). Como se puede ver en la Figura 5.6A, se obtuvieron también niveles de
NO,Tyr mayores al aumentar la concentracién del complejo metalico, tanto para
la situacién en que el oxidante fue agregado en bolo como cuando se lo agregd
como infusidn lenta. Para el caso de agregado en bolo, los mayores rendimientos
de nitracién (26% contra 11% en ausencia de complejo) se alcanzaron a 25 uM
de MnTE-2-PyP; a concentraciones mayores, los niveles de NO,Tyr se
mantuvieron prdacticamente constantes. Sin embargo, a diferencia de lo que
pasaba para los complejos anteriores, se aprecié para esta porfirina de
manganeso un incremento mayor en los rendimientos de nitracién cuando el
peroxinitrito fue agregado como infusién lenta (26% rendimiento maximo contra
6% en ausencia del complejo). En este caso ademds, el mayor rendimiento de
nitracidon se obtuvo para una concentracién de 5 uM de MnTE-2-PyP, 5 veces
menor de la que generd el mismo rendimiento maximo al agregar el ONOO™ en
bolo. Ademas, la presencia de la menor concentracidon de complejo utilizada (2,5
uM) ya fue suficiente para generar un incremento en la concentraciéon de NO,Tyr
de mdas de 4 veces (29 UM en ausencia de complejoy 122 uM en presencia de 2,5
UM de complejo). Si bien frente al agregado en infusién del ONOO™ el aumento
en los niveles de producto nitrado es muy rapido y pronunciado respecto a la
concentracion de MnTE-2-PyP, a concentraciones de la misma mayores a 15 uM
comienza a observarse un descenso en los niveles del mencionado producto.

De modo similar, la formaciéon del producto de dimerizacidn se vio en general
aumentada a mayores concentraciones de la porfirina de manganeso (Figura
5.6B). Sin embargo, este comportamiento presentd algunas diferencias respecto
a los casos anteriores. En primer lugar, para el caso de agregado en bolo del
peroxinitrito, resulta destacable el hecho de que en todo el rango de
concentraciones de MnTE-2-PyP utilizado, los niveles de DiTyr aumentaron,
pasando los rendimientos de un 5% a un 13%. Esto contrasta con lo visto para
FeEDTA y MnTBAP, donde si bien a concentraciones bajas de dichos compuestos
los niveles de DiTyr aumentaban, a mayores concentraciones se veia un descenso
en los niveles de ditirosina. Cuando el agregado de peroxinitrito se hizo como
infusion lenta, el comportamiento obtenido fue un tanto diferente. La
concentracion de ditirosina formada disminuyé en presencia de bajas
concentraciones de MnTE-2-PyP (2,5 a 10 uM), para luego volver a aumentar a
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partir de concentraciones mayores del complejo. Si bien los rendimientos finales
de ditirosina obtenidos para el caso de la infusién fueron similares a los
obtenidos para el caso de agregado en bolo, el incremento neto en la
concentracion de ditirosina en presencia del complejo metalico no fue tan
notorio en este caso: se pasé de un 11% a un valor de 14%. Nuevamente se vio
para este complejo que los rendimientos de nitracién fueron menores (en
ausencia de la porfirina de manganeso al menos) cuando el ONOO™ se agregd en
forma de infusidn respecto a cuando fue agregado en bolo, mientras que lo
opuesto ocurrié con los rendimientos de dimerizacién.
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Por ultimo, se evalué de modo similar el efecto de distintas concentraciones
de hemina (0,5 — 25 uM) sobre los niveles de nitracion y dimerizacién de tirosina

Tesina de Graduacion — FCIEN — UdelaR
Nicolas Campolo Halty



Nitracién y Oxidacién de Tirosina por ONOO™ mediada por Metales de Transicién

por peroxinitrito (Figura 5.7). Cuando el peroxinitrito fue agregado en bolo, la
hemina incrementd de manera dosis-dependiente los rendimientos de formacién
de nitrotirosina de un 9% a un 17% (Figura 5.7A). Ya incluso a concentraciones
muy bajas (menores a 1 uM) fue apreciable el efecto de la hemina sobre la
nitracién de tirosina, que produjo los mayores rendimientos a una concentracién
de 10 uM. A mayores concentraciones, los rendimientos dejan de aumentar,
observandose un leve descenso a la mayor concentracion de hemina probada.
Este efecto no pudo observarse cuando el peroxinitrito se agregd como infusiéon
lenta (25 puM/min); los niveles de NO,Tyr apenas mostraron un aumento muy
leve para concentraciones bajas de hemina, retornando a los valores iniciales a
mayores cantidades del complejo metalico.
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En la Figura 5.7B se representan los niveles de DiTyr obtenidos para las
diferentes condiciones. Como puede observarse, la hemina no produjo un
incremento importante en la concentracion de ditirosina formada tras la
reaccion, tanto para el agregado en bolo como en infusién del peroxinitrito. En el
caso de agregado en bolo se ve un leve aumento al principio de los rendimientos
de dimerizacién, que luego fue disminuyendo lentamente hasta que a 25 uM de
hemina los niveles de DiTyr fueron menores que en ausencia de dicho complejo.
Para la situacion de agregado del ONOO™ como infusidn lenta, si bien a las
concentraciones mads bajas de hemina hubo un aumento apenas apreciable, la
tendencia general fue a disminuir. A concentraciones de hemina mayores a 2,5
UM, el descenso en los niveles de ditirosina fue muy pronunciado, llegando a ser
a 25 uM de hemina menos de la mitad del valor inicial. Un hecho a mencionar es
que la infusién de peroxinitrito aplicada a estas muestras fue mas lenta que las
aplicadas a las anteriores (25 uM/min para este caso contra 33 uM/min de los
casos anteriores). Esta diferencia puede generar que se obtengan rendimientos
de formacidon de productos levemente distintos respecto a los experimentos
anteriores, sobre todo al contemplar la situacién control (en ausencia de
complejo metdlico). Por ejemplo, en la condicién sin complejo metalico, los
rendimientos de nitracion fueron de un 6% cuando el flujo utilizado fue de 33
UM/min, siendo levemente menor (5%) para un flujo de 25 uM/min. Para el caso
de los rendimientos de dimerizacién, hubo una diferencia un poco mas notoria:
11% para el caso de un flujo de 33 uM/min y 13% para cuando el flujo fue de 25
uM/min. Si bien en términos de porcentaje parecen diferencias minimas, un 1%
representa una concentraciéon de compuesto de 5 uM, que comparado con los
niveles obtenidos de productos, representa una fraccién considerable.

5.4. Estudio de la cinética de reaccion entre el complejo FeEDTA y el
ONOO-

De acuerdo al método ya mencionado, se estudid la cinética de la reaccion
entre el peroxinitrito y el complejo metdlico FeEDTA, con el objetivo de
determinar la constante de velocidad de dicha reaccién. En presencia de un
exceso de 5 a 20 veces de FeEDTA respecto al ONOO’, la nitracidn del p-HPA
(seguida a 432 nm) presenté una cinética de pseudo-primer orden. Obteniendo
el valor de la constante observada para cada exceso de complejo metalico
empleada se determind la constante de velocidad de reaccion de segundo orden,
mediante la pendiente del grafico kqps vs [FEEDTA] (Figura 5.8). Se determind de
este modo un valor de constante de velocidad de 3490 + 20 M's* a pH 7,3 y
37°C.
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Figura 5.8. Determinacidon de la constante de velocidad de la
reaccion entre FeEDTA y el ONOO". Se mezclé rapidamente
peroxinitrito (0,1 mM) con distintas concentraciones del
complejo FeEDTA (0,5 — 2 mM) en buffer fosfato 100 mM pH
7,3y 2 mM p-HPA a 37°C y se siguid la reaccién a 432 nm
(aparicion del producto nitrado). Los datos se ajustaron a una
funcion exponencial simple y se determiné la kq,s para cada
concentracion de complejo (Inset). A partir de la pendiente del
grafico kops vs [FEEDTA] se determiné la constante de velocidad
de reaccion.

5.5. Efecto del pH sobre la formacion de productos de nitracion y
oxidacion de tirosina por ONOO-

Se estudid a continuacién el efecto del pH sobre los rendimientos de
formacién de los distintos productos de oxidacion y nitracién de tirosina por
peroxinitrito, tanto en ausencia como en presencia de los complejos metalicos
capaces de promover este tipo de modificaciones. Se abarcd el rango de pH
entre 5,5 a 8,5 utilizando siempre soluciones amortiguadoras de fosfato de
potasio 100 mM, de fuerza idnica constante (mediante el agregado de NaCl).
Cuando fue realizado en ausencia de complejos metdlicos, los distintos buffers
contuvieron ademas 0,1 mM DTPA. En la Figura 5.9 se muestra el resultado
obtenido para la formacion de DOPA, DiTyr y NO,Tyr en funcién del pH tras
reaccion entre la tirosina y el ONOQ/, en ausencia de metales de transicién.
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Figura 5.9. Formacion de productos de oxidacidén y nitracion de
tirosina por ONOO™ a distintos valores de pH. Se efectud la
reaccion entre tirosina (0,5 mM) y ONOO™ (0,5 mM) en KPi 100
mM con 0,1 mM DTPA en el rango de pH 5,5 — 8,5. Se cuantificé
para cada valor de pH la formacién de los productos DOPA, DiTyr
y NO,Tyr por HPLC de fase reversa. El valor de pH reportado
corresponde al pH determinado para cada muestra luego de
realizada la reaccion.

Como puede observarse en la Figura 5.9, la distribucion en funcién del pH de
la formacién de productos es diferente para cada compuesto de los analizados,
presentando cada uno un comportamiento caracteristico. En primer lugar, se ve
gue la 3-nitrotirosina presenta una distribucién en forma de campana, que
alcanza los valores maximos de rendimiento en la region de pH fisiolégico (pH
7,4). A valores de pH mas acidos o mas alcalinos, los rendimientos de nitracién
disminuyen rapidamente, cayendo a menos de la mitad del valor maximo en los
extremos de la curva. El producto de hidroxilacién de la tirosina (DOPA) pudo
Unicamente ser detectado a valores de pH dacidos, siendo indetectable a partir de
pH mayores o igual a 7. Los rendimientos de formacidon de dicho producto
presentaron una clara tendencia a aumentar a medida que el pH se torna mas
acido. De todos modos, en el intervalo estudiado, los niveles del mismo fueron
siempre menores que los de NO,Tyr, si bien a pH 5,5 se obtuvieron niveles
similares. Esto sugiere que si se ampliara el rango de pH a valores aun mas
acidos, probablemente el producto mayoritario formado fuera la DOPA. Por el
contrario, la ditirosina presentd una tendencia netamente opuesta. A valores de
pH acido, apenas fue detectable, pero sus niveles aumentaron rapidamente al ir
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hacia valores de pH alcalinos, de tal manera que a pH mayor a 8 fue el principal
producto detectado.

Esto mismo fue evaluado a continuacién en presencia de los distintos
complejos metalicos evaluados previamente. Se muestra en la Figura 5.10 la
cuantificacion de NO,Tyr y DiTyr en funcion del pH tras la reaccidn entre tirosina
y peroxinitrito en presencia de los distintos complejos metalicos.
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En presencia de los distintos complejos metdlicos evaluados, los niveles de
nitrotirosina formada tras la reacciéon presentaron una distribucion en el
intervalo de pH usado bastante similar a la obtenida en ausencia de los
mencionados complejos (Figura 5.10A). Para los cuatro complejos evaluados, los
rendimientos de nitracion fueron siempre mayores que los obtenidos en
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ausencia de los mismos, indicando que su efecto de incrementar la formacién de
producto nitrado se mantiene en un amplio intervalo de pH. Una diferencia que
se aprecid en las curvas en presencia de metal respecto a la obtenida en
ausencia de los mismos es la disminucién menos pronunciada que presentan los
rendimientos de nitracion al ir hacia los pH mas alcalinos (es decir, la parte
descendente de la campana que se ve a pH alcalino). Esto generd que la forma
de campana que se obtiene para la nitracién a diferentes valores de pH en
ausencia de metales se deformara un poco cuando habia complejos metdlicos
presentes en la reaccion. Este fendmeno fue mads notorio para la porfirina de
manganeso MnTE-2-PyP, que generd que el rendimiento de nitracion maximo se
obtuviera a pH 8,0y noa pH 7,4.

A diferencia de lo visto para la formacion de nitrotirosina, los niveles de DiTyr
en funcion del pH fueron practicamente iguales en ausencia que en presencia de
los complejos metalicos (Figura 5.10B). Es decir, no se observaron diferencias
importantes en los rendimientos de formacién ni tampoco en la distribucién a lo
largo del pH de los mismos. Esto es consistente con lo visto previamente, pues la
presencia de complejos metdlicos no afectaba de manera muy importante los
rendimientos de dimerizacion, como si lo hace con los de nitracion.

Por ultimo, se compararon los rendimientos de formaciéon de DOPA a valores
de pH acido en presencia de Hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP con los obtenidos
en ausencia de los mismos (Figura 5.11). En presencia de cualquiera de los tres
complejos metalicos, hubo una inhibiciéon notoria de la formacién del producto
de hidroxilacién. Solo se logré detectar DOPA para los dos valores de pH mas
acido en presencia de metales, cuando en ausencia de los mismos recién a pH 7
dejaba de detectarse; ademas, cuando se pudo cuantificar, los niveles de la
misma fueron siempre menores en presencia de los complejos metdlicos que en
ausencia de ellos.
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Figura 5.11. Formacion de DOPA a valores de pH acidos en
presencia de complejos metalicos. Se cuantific6 la DOPA
formada por reaccién entre tirosina (0,5 mM) y peroxinitrito (0,5
mM) en buffer KPi 100 mM a pH menor a 7. La reaccién se
realiz6 tanto en ausencia como en presencia de 25 uM de los
complejos hemina, MnTBAP o MnTE-2-PyP.

5.6. Formacion de NO:Tyr y DiTyr por ONOO- en presencia de Hemina-
Albimina

Habiendo visto que la hemina libre es capaz de incrementar la nitracion de
tirosina libre por peroxinitrito, se procedié a continuacion a estudiar si la hemina
unida a la albumina sérica humana puede ejercer el mismo efecto. Para esto, se
preparéo el complejo HemHSA de acuerdo al método ya descrito. La
caracterizacion del compuesto luego del procedimiento se realizd
espectrofotométricamente (Figura 5.12). Como puede verse, tras la incubacién
de la HSA con la hemina, se obtuvo un espectro con nuevas caracteristicas
respecto al espectro inicial de la HSA y la hemina. El complejo resultante
presentd un pico de absorbancia cerca de los 280 nm, caracteristico de la
proteina (ya presente en la HSA sola), pero ademas presentd un pico de mayor
intensidad a 400 nm aproximadamente. Dado que la hemina en solucién alcalina
presenta un espectro con un pico ancho cercano a los a 385 nm no muy intenso,
la formacién del pico a 400 nm, de alta intensidad y mas estrecho que se observé
para la mezcla, es un indicativo de que hubo unidn de la hemina a la HSA. Luego
de su preparacién, la concentracion de HemHSA generada fue determinada por
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el método del acido bicinconinico, empleando soluciones de BSA de
concentracion conocida para realizar una curva de calibracion.

0,94

Hemina
— HSA

0.8 HemHSA

0,7 4
0,6 1
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0,24
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0,0
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Figura 5.12. Caracterizacion espectrofotométrica de la formacion
del complejo Hemina-Albumina. Se incubd HSA delipidada 1 mM
con hemina 1,1 mM (preparada en NaOH) a temperatura
ambiente por 20 minutos. Luego, se separd la hemina libre por gel
filtracidn y se recolecté la fraccidn correspondiente a la HemHSA.
Se muestran los espectros entre 250-700 nm para 10 uM hemina,
10 puM HSA y 10 uM HemHSA.

Una vez caracterizado el complejo formado, se realizé la reaccién entre
tirosina y ONOO™ en buffer KPi 100 mM pH 7,3 en presencia de distintas
concentraciones de HemHSA (0,5 — 25 uM). La mezcla de reaccién se sometié a
filtrado por centrifugacion para remover la proteina y finalmente se analizé la
muestra por HPLC de fase reversa y se cuantifico la formacién de 3-nitrotirosina y
3,3’-ditirosina tras la reaccién para las distintas concentraciones de HemHSA
utilizadas. De igual modo, se realizé6 como control la determinacidn de los niveles
de NO,Tyr y DiTyr formados luego de la reaccidn pero en presencia de HSA, para
conocer el efecto debido al componente proteico del complejo HemHSA. La
Figura 5.13 muestra los resultados obtenidos de formaciéon de productos para las
distintas concentraciones de HemHSA o HSA. En presencia de HSA, los niveles de
NO,Tyr mostraron una disminucién frente al aumento de la concentracién de
proteina, como era de esperarse. Sin embargo, esta inhibicién no ocurrié cuando
la reaccion se hizo en presencia de HemHSA. Se observd un leve aumento en la
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concentracion del producto nitrado entre 0,5 y 5 uM de HemHSA, que luego
descendié para mayores concentraciones del complejo. A excepcién de la
condicién de 25 puM de HemHSA, en las restantes concentraciones usadas se
observaron siempre rendimientos de nitracion mayores para la reaccién en
presencia de HemHSA que en presencia de HSA, evidenciando un efecto de la
hemina unida sobre la formacién del producto de nitracién (Figura 5.13A).
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La formacién de ditirosina en presencia de HSA presentd, al igual que para la
formacién de nitrotirosina, un descenso en funcién de la concentracién presente
de la proteina. En presencia de HemHSA, el comportamiento que se obtuvo fue
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bastante diferente que la tendencia vista para el caso de la formacién de NO,Tyr.
A bajas concentraciones de HemHSA (0,5 — 5 uM), los niveles de DiTyr se
mantuvieron relativamente constantes. Sin embargo, a mayores concentraciones
del complejo, se observé una clara tendencia a aumentar, obteniéndose a la
mayor concentracion de HemHSA un incremento en los rendimientos de
dimerizacion de 4% a 7%, respecto a la condicién sin complejo (Figura 5.13B). En
este tramo del gréfico el resultado de formaciéon de DiTyr fue muy diferente para
el caso de la HemHSA respecto a la HSA, indicando que la hemina unida esta
teniendo algun efecto sobre la reaccidon de oxidacion y nitracion de tirosina por
peroxinitrito. Dicho efecto se ve reflejado en los rendimientos de nitracién para
concentraciones de HemHSA bajas (menores a 5 uM) y en los rendimientos de
dimerizacion a concentraciones de HemHSA mas elevadas (mayores a 5 uM).

5.7. Nitracion de HSA y HemHSA por ONOO-

Habiendo visto que la hemina libre es capaz de promover la nitracién de
tirosina libre por peroxinitrito, y que parte de este efecto se mantiene (aunque
en mucha menor medida) para la hemina unida a albumina humana, se procedid
a estudiar la nitracién de residuos de tirosina de la HSA cuando esta tiene unida
o no hemina, para ver si la hemina, cuando esta unida a la albimina, es capaz de
promover la nitracion de residuos de tirosina de la propia proteina. Para esto, se
sometid a la HSA y a la HemHSA a un tratamiento con diferentes concentraciones
de peroxinitrito (agregado en bolo) y se realizd6 luego la deteccion de 3-
nitrotirosina en la proteina empleando anticuerpos policlonales de conejo anti-
NO,Tyr. Previo a realizar el sembrado de las muestras tratadas con ONOO  en la
membrana de nitrocelulosa donde se efectué el Dot-Blot, se extrajo la hemina de
las muestras donde la HSA la tenia unida de acuerdo al método ya mencionado.
Esto se realizd para evitar que la hemina interfiera en la detecciéon de los
residuos de tirosina nitrados por los anticuerpos o que, por sus propiedades
espectroscdpicas, inhiba la emision de seiial del anticuerpo secundario, que tiene
unido como método de deteccién una molécula que emite fluorescencia en la
zona del espectro electromagnético cercana al infrarrojo. Cuando las muestras
de HemHSA tratadas con ONOO™ fueron sembradas en la membrana sin realizar
la extraccion de la hemina, no se observé sefial de NO,Tyr luego de realizado el
Dot-Blot (Datos no mostrados); si bien esto podria haber sido porque realmente
no hubo nitracion, al repetir el procedimiento tras extraccion de la hemina se
consiguié detectar NO,Tyr en el componente proteico, indicando que el
resultado negativo se debia (al menos en parte) a una interferencia de la hemina.
Entonces, luego de realizadas las reacciones y de extraer con acetona acida la
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hemina de la HemHSA, se realiz6 la deteccion de residuos de tirosina nitrados en
la HSA de las distintas muestras (Figura 5.14).
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Figura 5.14. Formacion de NO,Tyr en muestras de HSA y HemHSA tratadas con

ONOO'. Se expuso HSA (0,1 mM) o HemHSA (0,1 mM) a diferentes

concentraciones de ONOO (10 — 1000 uM; AR: adicion reversa de 1 mM ONOO

) en buffer KPi 100 mM pH 7,3. Luego de realizada la reaccioén, se le removié la

hemina unida a las muestras que contenian originalmente HemHSA vy tras esto

T
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se cuantificé por el método del acido bicinconinico la albimina remanente. Por
ultimo, se sembraron 2 pg de cada muestra en una membrana de nitrocelulosa
y se realizd la deteccion de residuos de tirosina nitrados en la proteina
empleando anticuerpos policlonales anti-NO,Tyr. Se muestra en la figura un
Dot-Blot representativo de cuatro experimentos independientes (imagen
superior). La sefial de NO,Tyr detectada fue cuantificada por densitometria y
graficada en funcion de la concentracién de ONOO' utilizada (imagen inferior)
como porcentaje de NO,Tyr formada, tomando como 100% la intensidad de la
sefal de la muestra de HSA tratada con 1 mM ONOOQO/, es decir, la sefial de
mayor intensidad (%NO,Tyr = (Int.Sefial/Int.Mdaxima) x 100).
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Como se ve en la Figura 5.14, para el caso de las muestras de HSA que fueron
tratadas con ONOO’, se obtuvo un claro incremento en la cantidad de NO,Tyr
detectada a mayor concentracién de peroxinitrito. A una concentracion de 50
KM de ONOQ)’, ya se pudo observar una clara sefial de nitrotirosina en la HSA;
importantemente, no se vio sefial para el caso de HSA sin tratar o tratada con la
adicién reversa del peroxinitrito. Las muestras de HemHSA que fueron tratadas
con ONOO™ presentaron una sefial correspondiente a la formacién de NO,Tyr en
la proteina que también incrementd a mayores concentraciones de peroxinitrito
utilizadas. Sin embargo, la intensidad de la sefial para estas muestras fue siempre
menor que la obtenida para las muestras de HSA tratadas con las
correspondientes concentraciones de peroxinitrito, indicando que la formacién
de NO,Tyr fue menor para la HemHSA tratada con ONOO™ que para la HSA.
Recién a una concentracion de ONOO™ de 250 uM fue detectable de manera
importante una sefial de nitrotirosina cuando la HemHSA fue la proteina
presente, indicando no solo que dicha proteina se nitré aparentemente en
menor magnitud sino que también precisd de concentraciones de peroxinitrito 5
veces mayores que la HSA para que sea detectable por esta técnica la presencia
de NO,Tyr en la proteina. Cuando las muestras fueron tratadas con 0,5 mM de
ONOQO, la diferencia entre la sefial de HSA nitrada y HemHSA nitrada fue
maxima, pero ya para el tratamiento con 1 mM de ONOO los valores se
aproximan considerablemente, sobre todo por tendencia a saturarse que
presentd la formacion de NO,Tyr en la HSA al pasar de 0,5 a 1 mM de
peroxinitrito.

6. Discusion

En fase acuosa, se estudioé la formacion de productos de nitracién y oxidacion
de la tirosina tras reaccién con peroxinitrito, haciendo énfasis en caracterizar el
efecto de complejos de metales de transicion sobre la formacion de los
mencionados productos. La cuantificacion de productos formados tras realizar la
reaccion entre Tyr y ONOO™ se efectud mediante HPLC de fase reversa (Figura
5.1), empleando el método ya descrito.

En primer lugar, se estudio la formacion de NO,Tyr y DiTyr tras reaccidn entre
la tirosina y el peroxinitrito en buffer fosfato pH 7,3 variando la concentracién
inicial de ONOO" (Figura 5.2A y B) o de Tyr (Figura 5.2C). Ambas variables
produjeron un efecto similar sobre los niveles de formacién de producto de
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nitracidon y de dimerizacidn si se las analiza en conjunto. Frente al agregado de
50-2000 pM ONOO, los rendimientos de nitracién se mantuvieron
practicamente constantes; por el contrario, los rendimientos de formacién de
DiTyr disminuyeron rapidamente al aumentar la concentracion de ONOO’
agregado. De modo similar, agregando igual cantidad de ONOO™ a diferentes
concentraciones iniciales de Tyr (0,01-1 mM) se observé como los niveles de
NO,Tyr aumentaron rdpidamente a concentraciones bajas de Tyr,
manteniéndose constante a mayores concentraciones del sustrato. Por su parte,
la DiTyr recién pudo ser detectada a una concentracion de 0,1 mM de Tyr, y de
ahi en mas, aumentd de manera proporcional a la concentracién inicial de
tirosina puesta a reaccionar. En conjunto, estos dos resultados estan indicando
gue, en condiciones de concentraciones de ONOO™ elevadas respecto a la
cantidad de tirosina presenta (concentracion de peroxinitrito aproximadamente
la mitad de la de tirosina o mas), el principal producto que se forma tras la
reaccién es la NO,Tyr, siendo los niveles de DiTyr menores. Cuando la cantidad
de ONOO™ agregada es igual a la de tirosina (situacion empleada en todos los
experimentos posteriores), la cantidad de producto de dimerizacién que se
forma es generalmente cerca de la mitad de la cantidad de NO,Tyr que se forma.
A partir de alli, a medida que aumenta la relacién ONOO/Tyr, los niveles de
NO,Tyr continian aumentando de manera proporcional mientras que los de
DiTyr dejan de incrementarse, siendo muy marcada la diferencia de
concentracion entre los dos productos. No obstante, cuando la concentracion de
peroxinitrito agregada fue 10 o 5 veces menor que la de tirosina, la cantidad de
DiTyr formada fue mayor que la de NO,Tyr; esto estd indicando que, en
condiciones de concentracién de ONOO™ baja respecto a la Tyr inicial, estd
favorecida la formacion de DiTyr respecto a la de ONOQ,, si bien esto se revierte
rapidamente al aumentar la cantidad de oxidante. Similar a esto es el hecho de
gue cuando se varid la concentracién de Tyr, se observd como a mayor
concentracion de tirosina inicial, los niveles de DiTyr aumentaron
proporcionalmente, aun cuando la NO,Tyr dejé de aumentar. Por lo tanto, se
estd observando con esto nuevamente como el incremento en la concentracion
inicial de tirosina respecto al ONOO™ agregado favorece la formacion del
producto de dimerizacion, existiendo situaciones donde incluso el principal
producto formado es la DiTyr, siendo la NO,Tyr un producto secundario. Este
concepto coincide con estudios previos realizados por Pfeiffer et al [82], donde
analizaron en detalle el hecho de que la capacidad de nitrar tirosina de *NO y
0,* generados simultdneamente era mucho menor que la de soluciones de
ONOO'. En el mismo, vieron como la eficiencia de nitracion de soluciones de
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ONOO’ agregadas como infusion aumentaba al ser mayor la velocidad de
infusion, y también como, frente al agregado en bolo de diferentes
concentraciones de peroxinitrito, la formacién de ditirosina predominaba sobre
la de 3-nitrotirosina a bajas concentraciones de ONOO". De estos resultados,
concluyeron que, a concentraciones de estado estacionario de peroxinitrito
bajas, la reaccion de dimerizacidn entre dos radicales tirosilo predomina sobre la
reaccion de formacién de NO,Tyr. Ademds de lo visto en la Figura 5.2, este
mismo fendmeno queda reflejado en los experimentos de formacién de NO,Tyr y
DiTyr en presencia de complejos metalicos (Figura 5.4-5.7), donde los niveles de
producto de nitracidon y de dimerizacién formados (en la condicién sin complejo
metalico) tras la reaccion fueron muy diferentes segln si el peroxinitrito fue
agregado en bolo o como infusién lenta. Consistentemente con lo planteado,
cuando el ONOO en las reacciones fue agregado como infusiéon lenta (33
UM/min o 25 uM/min), los niveles de NO,Tyr obtenidos fueron notoriamente
menores que los obtenidos para igual condicién pero con el ONOO™ agregado en
bolo; en cambio, los niveles de DiTyr fueron mucho mayores que cuando se
agrego el peroxinitrito en bolo. En el sistema acuoso simple utilizado, es posible
explicar por qué se ve favorecida la reaccion de dimerizacién a bajas
concentraciones de ONOO™ vy la nitracion a mayores concentraciones de
peroxinitrito. Considerando la situacién en ausencia de complejos metalicos, la
formacion de radical tirosilo y posteriormente de nitrotirosina es llevada a cabo
por los radicales derivados de la homdlisis del acido peroxinitroso (ONOOH), es
decir, *OH y *NO,. Ambas especies son capaces de oxidar por un electrén a la
tirosina a radical tirosilo, con diferentes constantes de velocidad (ver Tabla 1),
dando inicio al proceso de oxidacién y nitracion de la tirosina. En una situaciéon
en la que se afiade al sistema una concentracion de peroxinitrito relativamente
elevada (por ejemplo, agregado de ONOO™ en bolo, a una concentracidn similar a
la de tirosina puesta a reaccionar), se generard como consecuencia una
concentracion de radicales hidroxilo y diéxido de nitrégeno alta; esta elevada
cantidad de radicales, ademds de recombinar entre si en reacciones secundarias,
llevara a la rdpida oxidacion de la tirosina a radical tirosilo, alcanzdndose niveles
de *Tyr importantes rapidamente. Este paso de generacién de radical tirosilo en
este caso sera llevado a cabo principalmente (al menos en primera instancia) por
el *OH, pues reacciona mas rapidamente con la tirosina que el *°NO,. Por lo tanto,
luego de la homdlisis del ONOOH, habra una radpida generacién de radical tirosilo
por parte del radical hidroxilo principalmente. Si la cantidad de radical tirosilo
gue se genera en ese momento es relativamente elevada (como lo seria en la
situacion planteada de agregado en bolo del peroxinitrito), el *NO, generado a
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partir del ONOOH tendra claramente dos reacciones en las cuadles participar con
la tirosina:

*NO, + Tyr ——» NO, + *Tyr (15)
*NO, + *Tyr —» NO,-Tyr (16)

En primer lugar, el didéxido de nitrégeno podria actuar como oxidante de un
electréon para oxidar a la tirosina a radical tirosilo (Ec. 15), con una constante de
velocidad de 3,2 x 10° M's™. Por otra parte, el °NO, podra reaccionar con los
radicales tirosilo ya generados para formar NO,Tyr (Ec. 16), en una reaccidn
mucho mas rapida (k= 3,0 x 10° M's™!). Cinéticamente, la reaccién del *NO, con
el radical tirosilo estd ampliamente favorecida; sin embargo, la cantidad de
didxido de nitrégeno que seguira esa ruta dependera en ultima instancia de las
concentraciones de tirosina y radical tirosilo existentes: a concentraciones de
*Tyr generadas relativamente altas y concentraciones de tirosina no muy
elevadas, la mayor parte del *°NO, reaccionara con radical tirosilo para generar 3-
nitrotirosina. Esta situacién seria la que mds probablemente se generaria cuando
las concentraciones de peroxinitrito agregadas son relativamente elevadas
respecto a la cantidad de tirosina presente y por esto, en dicha condicién
experimental, predomina la nitrotirosina como producto principal de la reaccion.
Por el contrario, a concentraciones bajas de radical tirosilo y elevadas de tirosina,
el *°NO, reaccionara preferentemente con la tirosina, generando radical tirosilo.
Esto pasaria en condiciones experimentales donde se agregan bajas
concentraciones de ONOO’, elevadas concentraciones de tirosina o bien, cuando
el peroxinitrito es agregado como infusién lenta (generando concentraciones de
estado estacionario de ONOO™ bajas), donde la cantidad de radical tirosilo
generado por accidn del *OH seria relativamente baja respecto a la cantidad de
tirosina presente. Como consecuencia, la mayor parte del °NO, se consumiria en
la reaccién con la tirosina, generando *Tyr, que al no tener mucho diéxido de
nitrégeno disponible, recombinaria entre si (k= 2,3 x 108 MY para generar
como principal producto la 3,3’-ditirosina. En resumen, estos resultados
muestran como, en numerosas condiciones, la DiTyr es un producto mayoritario
de la reaccion entre la tirosina y el ONOQ', haciendo importante su cuantificaciéon
en este tipo de estudios para tener una nocién mas amplia de lo que ocurre
cuando se busca estudiar la nitracidon de tirosina por peroxinitrito, sea en la
tirosina libre como en péptidos o proteinas.

Luego de esto, se comenzd a evaluar la capacidad de distintos complejos
metalicos de promover las reacciones de nitracion y oxidacién de tirosina por
peroxinitrito. Se probaron complejos de metales de transicién tanto con ligandos
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bioldgicos como sintéticos; si bien el objetivo principal era identificar posibles
complejos capaces de formarse in vivo que puedan promover la nitracién y
oxidacion de Tyr por ONOO, el uso de complejos sintéticos fue realizado de
todos modos para aportar en el estudio de los mecanismos de reaccién
implicados. Del conjunto de complejos utilizados, solo cuatro tuvieron un efecto
sobre los niveles de NO,Tyr y DiTyr detectados tras la reaccion entre Tyr y ONOO™
(Tabla Ill): FeEDTA, Hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP; se tratan de dos complejos
de Fe** y dos de Mn3+, donde el Unico natural es la hemina, siendo los restantes
sintéticos. El hierro libre (FeCl3) o formando complejo con ligandos de interés
biolégico (Citrato, ADP, ATP y los aminodcidos Glutamato, Lisina e Histidina) no
tuvieron efecto sobre los niveles de nitracion y oxidacidn de tirosina; tampoco
tuvo efecto el Unico complejo de Cu?* preparado, CUEDTA. Para algunos de estos
complejos se verificé ademas este comportamiento empleando un amplio rango
de concentraciones de los mismos (Figura 5.3). Por su parte, para los complejos
que aumentaron los rendimientos de nitraciéon y dimerizacidén, su efecto se
estudio para diferentes concentraciones de los mismos y frente al agregado del
ONOO en bolo o como infusién (Figura 5.4-5.7). En todos los casos se pudo
observar como, frente al agregado en bolo de ONOQ’, hubo un incremento dosis-
dependiente de los niveles de NO,Tyr formada frente a las distintas
concentraciones de complejo. De modo similar, también se detecté un
incremento en los niveles de DiTyr, pero esto solo ocurrié a concentraciones
bajas de los complejos, observandose una disminucién a concentraciones
mayores. Primero que nada, estos resultados evidencian la capacidad de algunos
complejos de metales de transicidn de participar en las reacciones de nitracién y
oxidacién de tirosina por peroxinitrito, promoviendo este tipo de modificaciones
y generando que los rendimientos de formacidn de productos, en particular de la
NO,Tyr, sean mayores que en ausencia de los mismos. El mecanismo por el cual
estos complejos metalicos causan un incremento de los rendimientos de
nitracién y oxidacién de tirosina por ONOO implicaria una reaccién directa entre
el peroxinitrito (sea la forma anidnica o la protonada) y el metal de transicion del
complejo, que actuaria como un acido de Lewis (LA). Esto llevaria a la formacién
de una aducto de Lewis, el cudl luego experimentaria una ruptura homolitica
para generar °NO, y el correspondiente oxi-radical; este ultimo podria a
continuacion evolucionar al correspondiente radical del oxo-compuesto a través
de la oxidacion del acido de Lewis (Ec. 17) [83].

ONOO + LA——» ONOO-LA'—» °NO, + *O-LA  (0=LA®") (17)
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Considerando la situacién en estudio en que el acido de Lewis es un complejo de
bajo peso molecular de un metal de transicién, las reacciones serian las
siguientes (Ec. 18; las cargas de las especies involucradas no se especifican):

ONOO + Me™X—— ONOO-Me™X — *NO, + *0-Me™X
— 0=Me{™V*x (18)

Como resultado de la reaccion entre el peroxinitrito y los complejos metdlicos
que tuvieron efecto, se estaria generando *NO, y una forma mas oxidada del
complejo, en la cual el hierro o el manganeso estan en el estado de oxidacién +4
formando el complejo oxo-metélico (O=Fe*X y 0=Mn*'X). Estas dos especies
generadas, como ya fue mencionado, son capaces de llevar a cabo la oxidacién y
la nitracidon de tirosina, lo que les brinda a estos complejos la capacidad
observada de promover la nitracién de tirosina por peroxinitrito. En ausencia de
dichos compuestos, toda la nitracién y dimerizacién observada en los
experimentos proviene de la formacién de *OH y *NO, producto de la homdlisis
del acido peroxinitroso; por esta via, el rendimiento tedrico maximo de
formacion de radicales hidroxilo e didéxido de nitrédgeno libres para reaccionar es
de un 30% (el 70% restante decae a NOs'), resultando en una capacidad limitada
del peroxinitrito original para llevar a cabo la oxidacién y nitracién de la tirosina
(aproximadamente un rendimiento de 9% de formacién de NO,Tyr obtenido en
los distintos experimentos). En presencia de los complejos metdlicos en cambio,
el peroxinitrito agregado podria seguir dos rutas de decaimiento diferentes: por
un lado la homdlisis tras protonacién, y por otro lado, la reaccion con el complejo
metalico, que deriva en la formacidn de didxido de nitrégeno y el complejo oxo-
metalico. La cantidad de ONOO™ que decae por cada ruta dependera de la
constante de velocidad de reaccién entre el complejo metdlico presente y el
peroxinitrito, asi como también de la concentracién del compuesto metdlico:
estos dos factores determinan la velocidad de la reaccidon peroxinitrito-metal de
transicion (v= k[Me™X][ONOO7]), indicando segun las condiciones de cada
experimento cudnto podra competirle a la descomposicidon espontanea del acido
peroxinitroso (v= k[ONOO'], siendo k= 0,9 s* a 37 °Cy pH 7,4). Suponiendo por
ejemplo una condicién experimental tal que todo el peroxinitrito agregado
reacciona directamente con el complejo metdlico, se podrian generar las
especies *NO, vy 0=Me™¥X con un 100% de rendimiento respecto a la
concentracion de peroxinitrito agregado, lo que significa que se forman especies
capaces de promover la oxidacién y la nitracidon de tirosina en cantidades mucho
mayores que lo que se forman por homolisis del ONOOH (hasta un 30% de la
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concentracién inicial de peroxinitrito como maximo); esto traerd como
consecuencia que los rendimientos de nitracion sean mayores en presencia del
complejo metalico que en ausencia del mismo. En dicha consideracion, la
cantidad de NO,Tyr que se formara a partir de las especies *NO, y 0=Me{"1*x
generadas tras la reaccién dependera (al igual que para la nitracion por radicales
derivados de la homdlisis del ONOOH) en gran medida de la capacidad de las
mismas de participar en reacciones secundarias que no lleven a la oxidacion y
nitraciéon de la tirosina (por ejemplo, la posible oxidacién del ligando del
complejo metdlico). De este modo, al realizar la reaccion entre tirosina y ONOO®
en presencia de metales de transicion, la reaccion directa entre el metal y el
peroxinitrito competirda con la homdlisis catalizada por protén del ONOOQO,
llevando esto a que se formen especies capaces de oxidar a la tirosina en una
mayor cantidad respecto a lo que se formaria si todo el ONOO™ decayera por
homdlisis, existiendo asi una mayor capacidad de oxidar y nitrar a la Tyr. El
rendimiento final de formacion de productos de oxidacion y nitracién sera reflejo

(n+1)+

de la formacion de *NO, y O=Me X por reaccion entre el ONOO™ y el metal y
de *OH y °*NO, por homdlisis del ONOOH, lo que variard segun la condicién
experimental (complejo metdlico involucrado y concentracion del mismo).

De todos los complejos evaluados, solo cuatro produjeron un efecto notorio
sobre la formacién de NO,Tyr y DiTyr por reaccidn entre la tirosina y el
peroxinitrito. Teniendo en cuenta los complejos que fueron preparados, resulta
claro que la capacidad de un metal de transicion redox-activo de promover este
tipo de modificaciones de la tirosina por ONOQO™ (a través de una reaccion directa
entre el metal y el peroxinitrito) depende del ligando con el cual esté
coordinado. Por ejemplo, el hierro férrico formando complejo con aminodcidos,
nucledtidos o citrato como ligandos, no tuvo ningun efecto, mientras que cuando
se encontraba formando complejos con EDTA o protoporfirina IX (formando la
hemina), si produjo un efecto. Considerando que el efecto observado por los
complejos metdlicos es debido a la oxidacidn por un electrén de los mismos por
el ONOO, la dependencia del ligando puede deberse a dos factores,
principalmente. En primer lugar, al ser la reaccion entre el complejo metalico y el
ONOO" una reaccion de oxidacidén-reduccién, solo sera termodindmicamente
favorable si, en las condiciones experimentales, el potencial de reduccion del par
Mel™*X/Me™X es menor al potencial de reduccién por un electrén del
peroxinitrito a *NO, (1,6-1,7 V). En el caso de los metales de transicién, es bien
sabido que el potencial de reduccidon de sus transiciones redox depende en gran
medida de los ligandos que presente dicho metal: por ejemplo, el potencial de
reduccion estandar bioquimico de la transicion Fe** a Fe’" es de + 0,771 V para el
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hierro libre, pero vale - 0,432 V para el hierro de la proteina Ferredoxina (donde
se encuentra formando un centro ferro-sulfurado) [1]; de igual modo, el
potencial de reduccién del par Mn*/Mn** es de + 1,51 V para el manganeso
acuoso, mientras que vale + 0,31 V para la misma transicién pero del manganeso
de la enzima MnSOD [83]. Por lo tanto, el efecto de los ligandos que se observo
en el presente estudio podria deberse en parte a la modulacién del potencial de
reduccién del par redox involucrado del complejo metélico (Fe**=0/Fe’*;
Mn**=0/Mn**) por parte del ligando empleado en cada complejo. Dependiendo
del ligando en cuestién, el efecto del mismo podria ser una disminucién o un
aumento en el potencial de reduccidn del metal de transicién (para la transicidn
entre el estado +3 y el estado +4), con lo cual, la oxidacion del mismo por parte
del ONOO' seria menos o mas favorable termodinamicamente, haciendo de este
modo menos o mas posible que el complejo metdlico pueda participar en las
reacciones de nitraciéon y oxidacién de tirosina. El otro factor que hay que
considerar y que podria explicar el efecto del ligando sobre los resultados
observados (tal vez incluso mas que el aspecto termodinamico ya explicado) es el
aspecto cinético de la reaccion entre el ONOO' y el centro metdlico del complejo:
incluso siendo termodindmicamente favorable la oxidacién del metal por el
ONOQO, si la misma no es lo suficientemente rapida, no generara un efecto
apreciable sobre los rendimientos de nitracién y oxidacion de tirosina. En este
aspecto, mas alld de poder afectar el potencial de reduccién del par redox
involucrado del complejo metalico, el ligando podria hacer que la reaccién entre
el metal y el ONOO™ sea cinéticamente mas favorable (es decir mas rapida) o
desfavorable (mas lenta), segun el ligando en cuestidn. Esto es particularmente
relevante en el sistema en estudio, dado que el agente oxidante presenta una
vida media muy corta y si la reaccién con el complejo metdlico no es lo
suficientemente rdpida, todo el ONOO™ decaerd espontdneamente antes de
reaccionar con el metal. Por lo tanto, para que el complejo metélico provoque un
incremento sobre los niveles de oxidacion y nitracién de tirosina por ONOQ/,
debe reaccionar con el peroxinitrito lo suficientemente rapido como para
competir con la descomposicién espontdanea del ONOOH; de lo contrario, todo el
peroxinitrito decaeria de igual manera que en ausencia de metal, generando
como maximo un 30% de *OH y *NO, capaces de llevar a la nitracidn de tirosina
en niveles normales. A pesar de estas dos consideraciones, que un ligando
genere una reaccién entre el complejo metdlico y el ONOO™ termodinamica vy
cinéticamente muy favorable, no significa que genere un incremento en los
niveles de formacién de productos de oxidacién y nitracién de la tirosina mayor
gue un ligado que forme un complejo metalico cuya reaccidon con peroxinitrito
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sea mas lenta. El efecto final sobre los rendimientos de formacién de productos
no dependera solo de que el complejo pueda reaccionar con una gran parte del
ONOO' sino también de posibles reacciones secundarias que puedan existir y que
no lleven a la oxidacion y nitracién de la tirosina (por ejemplo, oxidaciones del

(n+1)+

ligando por parte de las especies O=Me Xy *°NO,), asi como también de la
cinética de la reaccién posterior de oxidacidén de tirosina a radical tirosilo por
parte del intermediario oxo-metdlico formado, que determinard la proporcién de
dicho oxidante que generara radical tirosilo o decaerd en reacciones secundarias.
En efecto, cuando el peroxinitrito fue agregado en bolo, no hubo una correlaciéon
entre los niveles maximos de formacién de productos y la constante de velocidad
de la reaccion entre el complejo metdlico estudiado y el ONOO". Los
rendimientos de nitracion maximos se obtuvieron con el complejo FEEDTA, que
alcanzd la saturacion en aproximadamente un 45% de rendimiento de nitracion
para 1 mM de FeEDTA; como se determind en este trabajo, dicho complejo no
reacciona particularmente rapido con el ONOO™ (k= 3490 Ms?; este valor
obtenido es consistente con el determinado previamente por Beckman et al
[13]). En cambio, con complejos que reaccionan mds rapidamente con el ONOQ/,
como las porfirinas de manganeso MnTBAP y MnTE-2-PyP, cuyas constantes de
velocidad de reaccién son de 1 x 10° Ms™ y 3,4 x 10’ Mt respectivamente
[84], se obtuvieron rendimientos de nitracion mdaximos menores: 35% para
MnTBAP y 26% para MnTE-2-PyP. En base a lo planteado previamente, mas alla
de la velocidad con la que reaccione el complejo con el ONOQ, la posible
existencia de reacciones secundarias determinara también la cantidad de
productos de oxidacion de la tirosina que se podran formar, y esto posiblemente
sea lo que determine que para el complejo FeEEDTA se alcancen rendimientos
mayores que para las porfirinas de manganeso: el complejo sistema de dobles
enlaces conjugados y grupos sustituyentes de las porfirinas de manganeso
empleadas (Figura 4.1) probablemente sean blanco de las especies oxidantes
formadas durante la reaccién, pero no asi la molécula de EDTA, compuesta por
grupos carboxilo y amino asi como también de enlaces carbono-carbono
saturados (Figura 4.2). Por lo tanto, a concentraciones elevadas de las porfirinas
de manganeso, las modificaciones oxidativas sobre la estructura de la porfirina
podrian competir con las reacciones de oxidacion de la tirosina, llevando a que
los rendimientos de formacidon de productos de oxidacidn de tirosina dejen de
incrementarse (o puedan incluso disminuir). Siguiendo con este razonamiento, es
de esperar que para la hemina (cuya constante de velocidad de reaccién con
ONOO no estd determinada) también ocurra lo mismo (Figura 4.2).
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Cuando el agregado de peroxinitrito se hizo como infusidn lenta, los niveles de
NO,Tyr fueron menores que frente al agregado en bolo, mientras que lo
contrario se observo para los niveles de DiTyr; el motivo de esto ya fue discutido
previamente. Teniendo en cuenta esto, el aumento en los niveles de nitracion
gue generaron los complejos en esta situacién fue menos notorio que el visto
cuando el ONOO' se agregd en bolo. Esto se vio parcialmente compensado sin
embargo por un mayor incremento en los rendimientos de dimerizacion, al
menos para concentraciones no muy elevadas de los complejos. La excepcion a
este comportamiento fue la porfirina de manganeso MnTE-2-PyP. Para dicho
complejo, se alcanzaron niveles de nitracion maximos similares cuando el ONOO"
se agreg6 como infusidn respecto a cuando se agregd como bolo. Ademas, dicho
maximo se alcanzé incluso a concentraciones mas bajas del complejo para el
agregado del ONOO™ en infusidn, siendo el aumento entre la formacién de
NO,Tyr en ausencia de MnTE-2-PyP y en presencia de la menor concentracion de
la misma (2,5 uM) muy notorio. Mayores concentraciones de complejo no
generaron un incremento importante en la formacién de NO,Tyr, e incluso la
tendencia fue mds bien a disminuir. La explicaciéon de este comportamiento
caracteristico podria deberse principalmente al hecho de que dicho compuesto
presenta una constante de velocidad de reaccion con ONOO™ muy elevada. A una
concentracion de 2,5 uM de MnTE-2-PyP, la reaccidn del peroxinitrito con dicho
compuesto esta ampliamente favorecida sobre la descomposicion por homolisis
del ONOO™ (k[MnTE-2-PyP]= 85 s a 37 °C, k=0,9 s* a 37 °C para decaimiento del
ONOO' por homdlisis), resultando en que practicamente un 99% del peroxinitrito
se descomponga por reaccién con el metal. Si ya a la concentracidn mas baja
empleada practicamente todo el ONOO™ reaccionaria con el metal, resulta légico
gue a mayores concentraciones de MnTE-2-PyP no se vea un aumento
importante en los rendimientos de nitracién. Esto seria asi siempre y cuando
existiera presente en todo momento una cantidad de complejo suficiente como
para reaccionar con la cantidad de ONOO™ agregada; sin embargo, la
concentracion de ONOO™ agregada fue mucho mayor a 2,5 uM (fue 0,5 mM
final). Teniendo en cuenta esto, lo que estaria explicando la tendencia observada
es el comportamiento catalitico de las porfirinas de manganeso: sufren una
oxidacién por un electrén tras la reaccidn con peroxinitrito, pero retornan a su
estado inicial en presencia de sustratos oxidables como la tirosina (presente
siempre en las reacciones), a la cual pueden oxidar por un electrén, quedando
listas para volver a reaccionar con el ONOO'". Considerando esto, cuando el
peroxinitrito fue agregado como infusion (flujo de 33 uM/min), la velocidad de
ingreso del mismo al sistema fue lo suficientemente lento como para que una
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concentracion de 2,5 uM de la porfirina de manganeso reaccionara con el ONOO™
y posteriormente se volviera a reducir a expensas de la tirosina con la velocidad
suficiente para que cuando la concentracidn de peroxinitrito agregada fuera
mayor a 2,5 uM, la porfirina de manganeso se encontrara nuevamente en su
estado original (como Mn**) y disponible para continuar reaccionando. De este
modo, una concentracién de MnTE-2-PyP de 2,5 uM podria reaccionar con 0,5
mM de ONOO agregada en flujo, explicando asi que ya esa minima
concentraciéon baste para generar un gran aumento en los rendimientos de
nitracién, y de que aumentos posteriores en la concentracién no tengan un
efecto importante. En el caso de agregado del peroxinitrito en bolo, no seria
posible que pasara esto, pues la porfirina de manganeso se enfrenta
instantaneamente con una concentracién 0,5 mM de ONOO" y no le es posible
cumplir suficientes ciclos cataliticos para evitar que una parte importante del
peroxinitrito se descomponga por homolisis. Por esto, cuando el peroxinitrito fue
agregado en bolo, se observé un incremento dosis-dependiente de los niveles de
NO,Tyr entre 2,5 y 25 uM de complejo.

Si bien el ligando de cada complejo metdlico se vio que juega un rol
determinante en la capacidad del metal de promover las reacciones de nitracién
y oxidacién de tirosina por ONOO’, es también importante mencionar que el
metal de transicién implicado es igualmente relevante al momento de analizar
los efectos generados por cada complejo. Esto se vio claramente en que el
complejo Fe-EDTA fue capaz de incrementar los rendimientos de formacién de
productos de oxidacién y nitraciéon de tirosina notoriamente, pero el complejo
Cu-EDTA no produjo el mismo efecto. En este trabajo Unicamente complejos de
Fe* y Mn** fueron capaces de producir un aumento en la produccién de NO,Tyr
y DiTyr, mediante un mecanismo que implicaria la formaciéon de estados de

oxidacién méas elevados del metal (O=Me™™*

X). Dicho mecanismo no seria
aplicable para complejos de Cu?*, ya que dicho metal es incapaz de formar los
mencionados complejos oxo-metalicos. De todos modos, se ha visto en trabajos
previos que ciertos complejos de Cu® son capaces de promover la nitracion de
compuestos fendlicos por peroxinitrito, aunque con una capacidad mucho menor
gue la de las porfirinas de manganeso [85]. Por lo tanto, el mecanismo exacto a
través del cual los complejos de cobre pueden aumentar la nitracién por ONOO"
es desconocido.

Para los cuatro complejos metalicos evaluados que tuvieron un efecto sobre
los rendimientos de nitracidn y dimerizacién de tirosina por peroxinitrito, se
estudié ademas el efecto del pH sobre dicha capacidad. La influencia del pH

sobre la formacion de productos de nitraciéon y oxidacion de tirosina por ONOO
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fue evidenciada desde los estudios iniciales de estas reacciones [13, 86] vy
confirmada en estudios posteriores [87, 88]. En todos los casos, el
comportamiento observado es similar al que se obtuvo en este estudio (Figura
5.9). La explicacién de este comportamiento radica principalmente en las
caracteristicas acido-base de la tirosina (disociacién del grupo fenol) y del
peroxinitrito. Hacia valores de pH mas alcalinos, existira en solucién una fraccién
mayor de tirosina en la forma fenolato (pKa= 10,1). Dado que la oxidacién por un
electron de la forma disociada de la tirosina es menos costosa energéticamente
que la de la tirosina protonada (es decir, el potencial de reducciéon del par
TyrO®/TyrO" es menor que el del par TyrO®/TyrOH) [89], la formacién de radical
tirosilo se ve favorecida, tanto por el hecho de que aumenta la cantidad de *Tyr
que se genera por reaccidn entre la Tyr y el *OH (preferentemente una reaccion
de adicién del radical hidroxilo sobre el anillo aromatico de la tirosina) como por
una mayor cantidad de *°NO, que oxida a la tirosina (pues el diéxido de nitrégeno
oxida con mayor facilidad a la forma fenolato de la tirosina que a la forma
protonada: k= 3,2 x 10> Ms™ a pH 7,5y k= 2,0 x 10’ M*s™ a pH 11,3 [90]) en
lugar de reaccionar con los radicales tirosilo. Este incremento en la cantidad de
*Tyr generado favorece su recombinacion para formar 3,3’-ditirosina, y esto,
junto con el hecho de que una gran parte del *NO, se consumid en la reaccién
con tirosina, inhibe parcialmente la formacién de 3-nitrotirosina; esto explicaria
el gran aumento que se ve en la formacion de DiTyr a valores de pH alcalinos, al
tiempo que explica también el descenso observado en los niveles de NO,Tyr a
valores de pH mayores al fisiolégico. A valores de pH acidos, no existira
practicamente nada de tirosina en la forma ionizada, con lo cual, la constante de
velocidad de reaccidn entre el *NO, y la tirosina serd relativamente lenta,
cercana al valor reportado para pH 7,5 (probablemente un poco mas lenta pues a
ese pH puede haber una minima fraccidén de tirosina disociada). Entonces, por un
lado, no se vera favorecida la generacion de radical tirosilo por parte del didéxido
de nitrégeno, el cual estard disponible para reaccionar con radicales tirosilo que
se generen en la reaccién o decaera mediante reacciones secundarias; siendo asi,
la principal especie responsable de la oxidacién de la tirosina serd el radical
hidroxilo. A pH 4cido, el rendimiento de produccion de radicales hidroxilo y
didxido de nitrégeno por homolisis del peroxinitrito serd mayor que a valores de
pH fisioldgico (en promedio, un 30% del ONOO™ produce radicales *OH y °*NO; a
pH 5,5 siendo dicho porcentaje de un 10% a pH 7,5 [88]). Entonces, en
condiciones &cidas, hay una mayor produccién de *OH que en condiciones de pH
fisioldgico, y dicho radical hidroxilo media la oxidacion inicial de la tirosina a
radical tirosilo. Sin embargo, la reaccién preferencial entre el *OH y la Tyr no es
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la oxidacién directa sino la reaccién de adicién, formando un intermediario que
posteriormente podra evolucionar a radical tirosilo (eliminandose H,0) o a
DOPA. Es asi que, en condiciones &cidas, cuando la produccién de *OH es mayor,
habrd una mayor parte del aducto *OH-Tyr que decaerd formando DOPA y no
radical tirosilo respecto a lo que ocurre a pH neutro o alcalino, donde la mayor
facilidad con la que se oxida la tirosina favorece que dicho aducto decaiga a *Tyr
[88]. Por estos motivos, a pH acido se hace detectable el producto de
hidroxilacion (DOPA), que no pudo detectarse a valores de pH neutro o alcalino.
Al favorecerse la formacion de DOPA la generacidn de radical tirosilo disminuye
respecto a valores de pH mayores, con lo cual se inhibe la formacién de DiTyr
(apenas fue detectable a los valores de pH mas acidos probados) y también
disminuye la formacion de NO,Tyr, en concordancia con los resultados
obtenidos. En la regidon de pH fisiolégico, no predomina claramente ninguno de
los efectos explicados hasta ahora, que llevan a una gran produccién de DiTyr o a
una produccion importante de DOPA y tienden a disminuir los niveles de NO,Tyr.
Es por esto que a medida que el pH se acerca a 7,3-7,5, los niveles de NO,Tyr
aumentan hasta alcanzar el maximo de la curva en forma de campana; en dicha
zona hay una buena produccién de radical tirosilo por parte de los radicales
derivados del ONOO™ (principalmente por parte del *OH), y al ser la reaccion
entre el *NO, y la tirosina relativamente lenta, se favorece que el *NO, reaccione
con los radicales tirosilo generados, predominando asi la NO,Tyr como producto.

Esta distribucion caracteristica de la formacién de productos de oxidacion y
nitraciéon de tirosina por peroxinitrito implicaria que, in vivo, la principal
modificacidon de los residuos de tirosina proteicos por ONOQO™ seria la nitracién
para formar NO,Tyr. No obstante, esta situacién podria verse levemente
modificada si se consideran compartimientos intracelulares donde el pH se aleja
del fisioldgico; por ejemplo, a nivel de la matriz mitocondrial, donde el pH es
cercano a 8, la nitracién podria verse disminuida al ser mas favorable la reaccién
de oxidacién de tirosina por el *NO,. Del mismo modo, dentro de los fagosomas
el pH puede alcanzar valores menores a 6, lo que haria que la hidroxilacion de
residuos de tirosina por ONOO™ adquiera mayor relevancia. De todos modos, esta
distribucién de productos segun el pH es caracteristica de la tirosina libre, y en el
caso de residuos de tirosina en proteinas podria ser diferente, al proveer esta un
entorno particular a cada residuo de tirosina que podria favorecer la formacion
de alguno de los productos en particular (por ejemplo, podria pasar que la
hidroxilacidn de un residuo de tirosina de una proteina ocurra a pH fisioldgico en
cantidades importantes).
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Luego de haber caracterizado la formacién de productos de oxidacidn y
nitracidon de tirosina por ONOO™ en funcién del pH en ausencia de complejos
metalicos, se evalud el efecto de los complejos FeEDTA, Hemina, MnTBAP y
MnTE-2-PyP sobre la variacidon en los niveles de formaciéon de NO,Tyr y DiTyr
segun el pH (Figura 5.10). Para todos los complejos se observé como los niveles
de 3-nitrotirosina formada fueron mayores en presencia que en ausencia de los
mismos a lo largo de todo el intervalo de pH evaluado. Ademas, la forma de las
curvas de distribucion de NO,Tyr en funcion del pH fue bdsicamente la misma
que para la condicion de reaccién sin complejos metalicos, alcanzando valores
maximos en la region de pH fisioldgico. Una de las diferencias que se puede ver
mas allad de esto es que la curva no mostré un descenso tan pronunciado luego
de alcanzado el maximo al ir hacia valores de pH mas alcalinos (puntos del
grafico correspondientes a pH 8,0 y 8,5) en las condiciones realizadas en
presencia de los complejos respecto a la condicién sin complejos metalicos. Es
mas, para el complejo MnTE-2-PyP, el rendimiento maximo de nitracidon se
alcanzoé a pH 8,0 y no a 7,4-7,5 que es lo que se obtuvo en los restantes casos.
Este efecto puede deberse al hecho de que los complejos metdlicos empleados
reaccionen mas rapido con el peroxinitrito anién que con la forma protonada.
Siendo asi, a valores de pH mas alcalinos, si bien la formacién de DiTyr se ve
favorecida y bajan los rendimientos de nitracién, al haber una fraccion mayor del
peroxinitrito en la forma ONQOO’, el complejo metdlico tendria una capacidad
mayor de reaccionar con el peroxinitrito, haciendo que una mayor parte del
mismo decaiga por reaccidon con el metal generando asi especies capaces de
promover la nitracidn y dimerizacion de tirosina. Si bien por lo explicado
anteriormente este fendmeno no es capaz de hacer que los niveles de NO,Tyr
continden aumentando al hacerse mas basico el pH, consigue atenuar un poco el
rapido descenso que ocurre en los rendimientos de nitracion a pH mayor al
fisioldgico en ausencia de complejo metalico. Estudios previos demostraron que
de hecho las porfirinas de manganeso (entre ellas las empleadas en este estudio)
reaccionan mas rapido con el ONOO™ que con el ONOOH [84], por lo que esto
perfectamente podria ser la causa de la observacién mencionada anteriormente.

La formacion de DiTyr a distintos valores de pH en presencia de los complejos
metalicos no presentd diferencias respecto a la curva obtenida en ausencia de
metales: los rendimientos de dimerizacion fueron practicamente iguales en todo
el intervalo de pH en presencia y en ausencia de metales, y la forma de las curvas
fue idéntica. Esto podia esperarse si se tiene en cuenta que el efecto de los
complejos metalicos sobre la formacién de DiTyr no fue muy pronunciado ni
presentd tendencias claras como si ocurrié con la formacion de NO,Tyr.
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En presencia de los complejos metdlicos Hemina, MnTBAP y MnTE-2-PyP, la
formacién de DOPA a pH 4cido se vio ampliamente inhibida (Figura 5.11), siendo
detectable Unicamente a los dos valores de pH mas acido y a niveles mucho
menores que los obtenidos en ausencia de ellos. En base al mecanismo de
nitracidn y oxidacion de tirosina por ONOO™ mediado por los complejos metalicos
planteado hasta el momento, esto era lo que se esperaba. Como ya se menciono,
el producto de hidroxilaciéon de la tirosina surge por adicion del radical hidroxilo
al anillo fendlico de la tirosina y posterior decaimiento del aducto (mediante la
pérdida de un electrén) para formar la DOPA; por lo tanto, la formacién de dicho
producto depende de una produccién importante de *OH. En presencia de los
complejos de metales de transicidn sin embargo, el mecanismo de oxidacién y
nitracion de Tyr seria independiente de la produccidn de radical hidroxilo, por lo
cual tiene sentido que no se produzca DOPA. En lugar de descomponerse
espontdneamente por homdlisis, el ONOO™ reaccionaria con el metal generando
el compuesto oxo-metdlico y *NO,; el primero seria el principal encargado de
oxidar a la tirosina por un electrdn, para que posteriormente se adicione el *NO,
y se forme la 3-nitrotirosina. Este resultado claramente apoya el mecanismo
planteado previamente.

Hasta este punto, se evalué la capacidad de diversos complejos de metales de
transiciéon de bajo peso molecular de promover la oxidacién y nitracion de
tirosina por peroxinitrito. De todos los evaluados, los Unicos que produjeron el
efecto mencionado fueron: FeEDTA, Hemina, MnTE-2-PyP y MnTBAP. Todos ellos
produjeron un incremento dosis-dependiente de los rendimientos de nitracién
de tirosina, alcanzando rendimientos muy superiores a los obtenidos en ausencia
de ellos; queda evidenciado sin lugar a duda la gran capacidad de ciertos
complejos de actuar como potenciadores de la nitracién de tirosina mediada por
ONOO'. Ademas, el hecho de que en todos los casos fueran detectados niveles
considerables de 3,3’-ditirosina (incluso a veces aumentados por los compuestos
evaluados) estd indicando claramente como el principal mecanismo de nitracién
de tirosina es de tipo radicalar, es decir, implica la oxidacién por un electrén de la
tirosina para formar radical tirosilo y la posterior adicion al mismo del radical
dioxido de nitrégeno. Si bien aun no puede descartarse por completo, resulta
poco probable que un mecanismo de nitracion mediado por metales de
transicion de tipo no radicalar (es decir, el de sustitucion electrofilica aromatica)
esté operando en los sistemas estudiados, ya que la formacién de productos y la
dependencia del pH fueron siempre concordantes con un mecanismo
dependiente de radicales libres.
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De los compuestos que aumentaron los rendimientos de nitracién de tirosina
por ONOO, unicamente la hemina representa un ejemplo de relevancia
biolégica. Las porfirinas de manganeso MnTBAP y MnTE-2-PyP, pese a ser
compuestos sintéticos, son relevantes desde un punto de vista farmacoldgico. En
los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo, quedd claramente
marcado como las porfirinas de manganeso en su estado Mn>'P, pueden, en
lugar de proteger, promover modificaciones oxidativas de biomoléculas
dependientes de peroxinitrito (en este caso, la nitracién de tirosina), mediante la
generacién de las especies altamente reactivas 0=Mn*P y °NO, en cantidades
importantes. Claramente, en condiciones intracelulares, dichas especies tendrian
diversos blancos con los cuales reaccionar, por lo que el efecto final seria dificil
de predecir, pero sin duda podria ocasionar un dano oxidativo importante, sobre
todo en caso de que los niveles de antioxidantes celulares estén disminuidos (por
ejemplo, de glutation). Por lo tanto, el uso de estos compuestos como
protectores del dafio causado por el ONOO™ en diversas condiciones patoldgicas
debe ser estudiado en detalle, pues la eficacia del tratamiento dependerd
fuertemente de los niveles de agentes reductores en el paciente, para evitar que
el ciclo catalitico de los mismos implique la oxidacion de biomoléculas que
cumplen funciones importantes. En este razonamiento, resulta clave el disefio de
porfirinas de manganeso que sean facilmente reducidas al estado +2 para
minimizar la generacion de especies reactivas durante la descomposicién del
ONOQO vy que la capacidad protectora aumente.

El efecto que tuvo la hemina sobre la oxidacién y nitracién de tirosina por
peroxinitrito resulta interesante teniendo en cuenta que se trata de una
molécula ampliamente distribuida en sistemas bioldgicos. Dicho compuesto fue
capaz de incrementar los rendimientos de nitracion de tirosina desde un 9% a un
17%, mediante un mecanismo que implica la reaccion entre la hemina vy el
ONOO’ para generar la forma oxo-ferrilo de la hemina (O=Fe*"Hem) y *°NO,, que
median posteriormente la nitracidn de tirosina (Ecs. 19-21).

ONOO + Hem(Fe**) — °NO, + Hem(Fe*'=0) (19)
Hem(Fe*'=0) + TyrH — °*Tyr + Hem(Fe**) + OH" (20)
*NO, + *Tyr —» NO,-Tyr (21)

Este efecto de la hemina habia sido previamente observado en bicapas
lipidicas, donde se observé un notorio incremento en los rendimientos de
nitracion del andlogo hidrofébico de la tirosina N-t-BOC tert-butil éster L-tirosina
(BTBE) incorporado en liposomas de fosfatidilcolina (PC) por peroxinitrito en
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presencia de hemina [87]. En dicho trabajo se observd un incremento en los
rendimientos de nitracién del BTBE desde 3% a un 15% en presencia de 25 uM
de hemina, cuando los liposomas estaban compuestos principalmente por acidos
grasos saturados. Esto representa un aumento en los niveles de formacién del
producto de nitracién de unas 5 veces en presencia de hemina, lo cual significa
un incremento mucho mayor que el observado para la nitracién de tirosina en
fase acuosa (incremento de practicamente dos veces en presencia de hemina).
Es decir, el efecto promotor de la nitracién de tirosina por ONOO™ de la hemina
es mucho mas pronunciado en fases hidrofébicas (por ejemplo, bicapas lipidicas
y lipoproteinas) que en fases acuosas. Por un lado, esto puede deberse a la
hidrofobicidad que presenta la hemina, que provocaria que dicho compuesto se
concentre en las bicapas lipidicas y permanezca asi en las proximidades del
sustrato BTBE (o de los residuos de tirosina de proteinas de membrana, si
consideramos una situacién bioldgica), estando facilitada asi la oxidacion del
mismo una vez que la hemina reacciond con el peroxinitrito. Ademas, podria
ocurrir que la oxidacién de la hemina a la forma oxo-ferrilo esté favorecida en
entornos hidrofébicos, al resultar estabilizado este ultimo; esto seria razonable si
pensamos en que las enzimas que dependen de la formacion de este tipo de
intermediarios en grupos hemo de su sitio activo (por ejemplo, citocromo P450 y
catalasa) suelen unir de manera no covalente al hemo en sitios hidrofébicos de la
proteina. Estas consideraciones, sumado al hecho de que los rendimientos de
nitracién de tirosina en membranas son normalmente menores a los que se
obtienen en fase acuosa, podrian estar contribuyendo a que el incremento en los
niveles de nitracion causado por la hemina sea mucho mayor en fases
hidrofdbicas que en fase acuosa.

Como ya se menciond, practicamente dos tercios del contenido de hierro total
corporal de un adulto se encuentra en los grupos hemo de la hemoglobina,
donde su potencial pro-oxidante se encuentra controlado. En estudios anteriores
se demostréd que la reaccién entre el ONOO™ y la oxi-hemoglobina es una
reaccidon de isomerizacidn del peroxinitrito a nitrato, que en términos generales
representa una via de decaimiento del ONOO™ que no tiene efectos adversos
[91]. De este modo, no solo los efectos toxicos descritos previamente de la
hemina libre, sino también los hallados en este trabajo, estarian inhibidos en
condiciones normales. No obstante, una vez que el grupo hemo resulta liberado
y oxidado a hemina al ocurrir la hemdlisis intravascular, podria promover
diversos efectos tdxicos, como la lipoperoxidacion, la oxidacién de proteinas,
limitar la biodisponibilidad de *NO, etc. Los resultados obtenidos en este trabajo,
en conjunto con los de Bartesaghi et al. en fase hidrofdbica [87], permiten
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agregar dentro de los mecanismos de toxicidad de la hemina libre ya
mencionados la capacidad que presenta de promover la oxidacion y nitracion de
residuos de tirosina por peroxinitrito, tanto en fase acuosa como
(principalmente) en membranas bioldgicas, donde tiende a ubicarse. De este
modo, los elevados niveles de hemina libre en plasma que aparecerian en
situaciones de hemolisis severa (en las cuales se satura la capacidad de captacién
de la hemopexina y la albumina) producirian un incremento en la modificacién
de residuos de tirosina a 3-nitrotirosina, tanto de proteinas solubles como de
membrana, a partir del ONOO™ formado en el espacio intravascular. Esto podria
tener un fuerte impacto sobre la funcién de diversas proteinas endoteliales o
plasmaticas, contribuyendo asi al desarrollo de los distintos desérdenes
vasculares asociados a patologias que cursan con eventos de hemélisis severa.
Teniendo en cuenta el hecho de que la unién de la hemina a la albdmina
forma un complejo que puede permanecer en circulacién un cierto tiempo si el
sistema de detoxificacién de la hemopexina se encuentra saturado, resulta
interesante estudiar si dicho complejo Hemina-HSA posee, al igual que la hemina
libre, una capacidad de promover la nitracién de tirosina dependiente de ONOO'.
Sin embargo, el complejo HemHSA no fue capaz de promover la nitracion de
tirosina de igual manera que la hemina libre (Figura 5.13), sino que el aumento
en los niveles de NO,Tyr observado fue minimo y se observd solo a bajas
concentraciones de HemHSA (< 5 uM), descendiendo a valores menores al inicial
a concentraciones mayores de complejo. El comportamiento observado de
nitracion de tirosina libre en presencia de HSA muestra siempre un descenso a
mayores concentraciones HSA; esto tiene sentido pues la albimina podra
reaccionar con los radicales derivados del ONOQO™ (para las concentraciones de
HSA utilizadas, predominara siempre la descomposicion por homolisis del ONOO
gue su reaccion directa con la HSA, teniendo en cuenta la constante de velocidad
de reaccion entre el ONOO™ y la HSA sin nada de tiol reducido [92]), dejando
disponible una menor cantidad de radicales para llevar a la nitracion de la
tirosina libre. Que los rendimientos de nitracidon en presencia de HemHSA hayan
sido mayores que en presencia de HSA (aunque no presenten un aumento
importante respecto a la nitracién en ausencia de HemHSA) esta indicando que
la hemina unida a HSA estd teniendo un efecto en el sistema, probablemente
reaccionando con el ONOO™ y generando una mayor produccién de especies
capaces de promover la nitraciéon de Tyr. A bajas concentraciones de HemHSA,
esto generaria que los rendimientos de nitracion aumenten levemente, y a
mayores concentraciones del complejo, si bien ya no se ve un aumento en la
nitracion de la Tyr libre, al menos hace que la inhibicién de la misma sea menos
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pronunciada que la producida por la HSA. El comportamiento observado
respecto a la formacién de DiTyr a partir de la tirosina libre fue practicamente el
opuesto: a bajas concentraciones de HemHSA no hubo un aumento notorio, pero
a concentraciones mayores a 5 uM ocurrié un incremento muy importante en los
rendimientos de dimerizacion de la tirosina libre. Si consideramos que la hemina
unida a la HSA esta reaccionando con el ONOO™ de igual manera que la hemina
libre, esto podria deberse a que una gran parte del *NO, generado tras la
reaccion esté siendo consumido por el componente proteico de la HemHSA (a las
mayores concentraciones de complejo utilizadas podria competir perfectamente
la reaccion del *NO, con los aminodcidos de la HSA con la del *NO, con la tirosina
libre), produciendo asi radicales centrados en distintos aminodacidos que
pudieran a continuacién oxidar por un electrén a la tirosina. De este modo se
estaria generando una cantidad importante de radical tirosilo que, al haber
menos diéxido de nitrégeno, terminaria formando niveles altos de DiTyr y
menores de NO,Tyr. Al igual que para la formaciéon de NO,Tyr, la presencia de
HSA produjo una disminucién en la formacion del producto DiTyr. Si se miran en
conjunto las gréficas 5.13A y 5.13B, se podria concluir que la formacién de
productos de oxidacidén y nitracidon de tirosina libre en presencia de HemHSA
aumentan a mayores concentraciones del complejo: a concentraciones <5 uM se
observa un aumento en la formaciéon de NO,Tyr, mientras que a concentraciones
de HemHSA > 5 uM el aumento generado pasa a ser sobre los niveles de DiTyr.
Esto indicaria que en efecto la hemina unida a la albumina retiene una cierta
capacidad de promover las modificaciones de nitracion y dimerizacidn de tirosina
gue fueron observadas para la hemina libre, aunque en menor medida que esta
ultima. Es decir, la capacidad de la hemina libre de catalizar la nitracion de
tirosina mediante el mecanismo ya planteado resulta parcialmente inhibida
cuando la hemina se encuentra unida a HSA, teniendo asi la HSA un rol protector
contra este tipo de toxicidad de la hemina. Si bien esta parece ser la situacién, no
hay que descartar la posibilidad de que el poco efecto observado de la HemHSA
sobre la nitracién y oxidacion de Tyr respecto al generado por la hemina libre sea
porque gran parte de las especies producidas entre la reaccién con el ONOO"
lleven preferentemente a la oxidacién de la propia albumina que esta uniendo
hemina.

La albumina humana contiene un total de 585 aminoacidos (PM de 66 kDa),
entre los cuales se destacan 18 tirosinas, 6 metioninas, 1 triptéfano, 17 puentes
disulfuro y solo 1 cisteina libre [93]. Dicho contenido aminoacidico
perfectamente podria estar teniendo un efecto sobre la nitracidon de tirosina
libre por ONOQO™ en presencia de HemHSA al explicar el por qué la hemina unida
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a la albumina no tiene el mismo efecto pro-oxidante que la hemina libre. Por
ejemplo, a una concentracién de 25 uM de HemHSA, el complejo hemina-
proteina estaria aportando una concentracién total de residuos de tirosina de
450 uM; siendo la concentracién de tirosina libre empleada de 500 uM,
perfectamente podria competir la propia HSA por las especies oxidantes con la
tirosina libre, resultando en una menor oxidacién de esta ultima (obviamente, los
residuos de tirosina de la proteina no se oxidan y nitran con igual facilidad que
los de tirosina libre, pues pueden estar poco expuestos al solvente y su difusién
en el medio estd ligada a la difusién de toda la proteina). De igual modo, los
residuos de metionina y triptéfano podrian también consumir parte de las
especies radicalares que normalmente oxidan a la tirosina libre, contribuyendo
asi a que el efecto de la hemina unida a HSA de nitrar residuos de tirosina libre
sea menor que la de la hemina libre. Dicho efecto fue parcialmente evaluado,
observando si la unién de hemina resulta en una mayor nitracién de los residuos
de tirosina de la HSA respecto a la HSA sin unir hemina. La estructura
cristalografica de la albumina humana acomplejada con hemina (Figura 6.1)
muestra que el sitio de la HSA donde ocurre la unién de la hemina presenta dos
residuos de tirosina (la Tyr138 y la Tyr161) en las proximidades del grupo hemo,
ocupando uno de ellos uno de los enlaces de coordinacion del hierro férrico [94].
Por lo tanto, podria pasar que la reaccidén entre le HemHSA y el ONOO™ promueva
la nitracién especifica de dichos residuos de tirosina preferentemente, pudiendo
esto producir que la capacidad de nitrar tirosina libre del complejo se vea
disminuida.

A diferencia de lo que podia esperarse, cuando se expuso a HemHSA y HSA a
ONOQO, se detectéd una mayor seinal de NO,Tyr empleando anticuerpos anti-
NO,Tyr en las muestras de HSA que en las de HemHSA (Figura 5.14). En principio,
esto estaria indicando que ocurrié una mayor nitracién de residuos de tirosina en
la HSA que en la HSA ligando hemina. Teniendo en cuenta el efecto observado
para la hemina libre y en menor medida para la propia HemHSA, que produjeron
un aumento en los rendimientos de nitracién de tirosina libre por ONOO’, era de
esperar que los niveles de NO,Tyr detectados fueran mayores para la HemHSA
gue para la HSA. En principio, puede haber dos explicaciones para el resultado
observado. En primer lugar, el hecho de que los niveles de NO,Tyr detectados
por Dot-Blot hayan sido menores para la HemHSA que para la HSA podria
deberse a que en la HemHSA esté ocurriendo una nitraciéon de residuos de
tirosina sitio-especifica dirigida por la hemina, mientras que en la HSA ocurriria
una nitracién de los residuos de tirosina mas expuestos al solvente que resultan
en una mayor deteccién mediante el empleo de anticuerpos. Un efecto como
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este habia sido observado previamente para la MnSOD, donde por Western Blot
utilizando anticuerpos especificos anti-NO,Tyr se detecté una mayor intensidad
de proteina nitrada para la Apo-MnSOD (es decir, la MnSOD a la cual se le
removié el dtomo de Mn>") que para la MnSOD [83].

Figura 6.1. Estructura cristalografica de la albimina humana con hemina como ligando. Se
muestra la estructura tridimensional del complejo hemina albimina (PDB ID: 109X) determinada
por cristalografia de Rayos X [75]. (A) Estructura completa de la HSA con la hemina unida; se
representa esquematicamente la estructura secundaria de la misma. (B) Ampliacién del sitio de

unién de la hemina. El esqueleto de la proteina se representa como estructura secundaria,
mientras que en bastones se representa la hemina, los residuos de tirosina y aquellos demas
residuos ubicados a 4 A de la hemina. Se especifica la ubicacién de las tirosinas 161 y 138.
Referencia de colores: Celeste = C; Rojo= O; Azul= N; Amarillo= S; Rosado= Fe. Imagenes
preparadas utilizando el software VMD.

Entonces, en la HemHSA el ONOO™ reaccionaria directamente con la hemina
formando las especies oxidantes °*NO, y Hem(Fe*'=0) que llevarian
preferentemente a la oxidacion y nitracion de las tirosinas mas préoximas al sitio
de formacion de dichas especies, es decir, la Tyrl61 y la Tyr138. Por el contrario,
en el caso de la HSA, la nitracion de los residuos de tirosina es llevada a cabo por
los radicales derivados de la homolisis del ONOOH, que generara una nitracion
mas aleatoria, principalmente de los residuos de tirosina mas facilmente
accesibles. Este tipo de patrén de nitracion produciria una mayor superficie
expuesta de residuos nitrados que serian mas facilmente detectados que los
residuos nitrados menos accesibles que se generarian producto de la nitracidn
sitio-especifica dirigida por la hemina. Esto podria estar explicando en parte el
resultado obtenido de nitracién por ONOO™ de la HemHSA y la HSA, donde en
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principio se esperaba ver una mayor nitracion en la albumina que presentaba
hemina unida. De todos modos, para confirmar esto es preciso analizar mediante
otras técnicas las dos poblaciones de proteina nitrada (por ejemplo, por
espectrometria de masa) para identificar qué residuos de tirosina resultaron
nitrados en cada caso y en qué nivel ocurrié cada nitracion. Mas alla de esto,
puede haber otra explicacién bastante diferente al resultado obtenido, que
implicaria que en verdad hubo una nitracion menor de la HemHSA respecto a la
HSA producto de un tipo diferente de reaccién entre la HemHSA y el ONOO™ que
la planteada para la hemina libre. Estudios anteriores realizados por Ascenzi et
al. [95] postulan que la reaccidn entre la HemHSA y el ONOO™ es una reaccién de
isomerizacion del peroxinitrito a nitrato llevada a cabo de manera catalitica con
una constante de velocidad de 4,1 x 10°> M™'s™. Logicamente, si la reaccidn entre
la HemHSA y el ONOO™ fuera de este tipo, tendria sentido que la nitracidn
detectada para la HemHSA sea menor que la detectada para la HSA, pues la
isomerizacién del peroxinitrito a nitrato no produciria especies capaces de oxidar
a la tirosina. Sin embargo, una reaccidn de isomerizacién no explicaria el hecho
de que el complejo HemHSA aumentd levemente los rendimientos de nitracién y
oxidacién de tirosina libre por ONOO'". De hecho, en el trabajo mencionado se
observd que la HemHSA inhibe de manera dosis dependiente la nitracién de
tirosina libre, mucho mas incluso que la HSA, lo cual en principio constituye un
fundamento muy fuerte de que la reaccidén es una isomerizacién. Las diferencias
obtenidas respecto a dicho trabajo pueden estar dadas en parte por las
condiciones experimentales en que se realizé la reaccidon de tirosina libre y
ONOO' en presencia de distintas concentraciones de HemHSA; en dicho trabajo,
la inhibicidn observada fue realizada para 0,1 mM Tyr expuesta a 0,2 mM ONOO"
y para concentraciones 0-50 uM de HemHSA a pH 7,2. Esto no aparenta ser muy
diferente de las condiciones empleadas aqui (0,5 mM Tyr; 0,5 mM ONOO" y 0-25
UM HemHSA), pero principalmente el hecho de que la concentracion de
peroxinitrito utilizada en el presente trabajo fuera mas del doble respecto a la
utilizada por Ascenzi et al. para practicamente el mismo rango de
concentraciones de HemHSA podria provocar diferencias respecto al tipo de
reaccion entre HemHSA y ONOO' y a la eficiencia de una posible isomerizacién.
No obstante, seria importante para determinar el tipo de reaccidon que ocurre
gue en dicho experimento se cuantifique ademas de la nitrotirosina formada la
DiTyr, que fue un producto que tendié a aumentar en las condiciones
experimentales presentes, para tener la certeza de que se inhibid la oxidacién de
la tirosina libre y el descenso visto por los autores en la nitracién no fue porque
hubo un aumento de la dimerizacion. Por lo tanto, la naturaleza de la reaccion
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entre HemHSA y ONOO™ no resulta del todo clara aun, y hace falta una mayor
profundizacién en la misma para tener la certeza de si en verdad es una
isomerizaciéon (como se ha observado para la metahemoglobina y la
metamioglobina [96]) o es una oxidacién por un electrén de manera similar a la
gue sucede con la hemina libre pero que no ocurre con la misma facilidad
(motivo por el cual no incrementa tanto los rendimientos de nitracidn de tirosina
libre como la hemina libre). Cabe la posibilidad de que ambos comportamientos
coexistan y que se manifieste preferentemente uno u otro segun las condiciones
experimentales, es decir, dependiendo de la concentracion de HemHSA y de
ONOO'. Nuevamente, es imprescindible el uso de técnicas mds precisas para
elucidar con claridad el tipo de reaccién, sobre todo teniendo en cuenta las
limitaciones existentes al momento de realizar detecciones con anticuerpos
como las realizadas en el presente trabajo.

En resumen, la hemina liberada al espacio intravascular durante eventos de
hemolisis severa puede participar en un gran niumero de reacciones oxidativas,
causando dafio a biomoléculas esenciales y generando un estado de estrés
oxidativo capaz de disminuir la biodisponibilidad del éxido nitrico y promover
una respuesta inflamatoria; esta situacion podra derivar finalmente en la
disfuncién endotelial. En este contexto, la capacidad de la hemina de promover
la nitracion de residuos de tirosina por ONOQO’, tanto en fase acuosa como en
membranas, podria estar jugando un rol importante en la generacién del estado
de estrés nitro-oxidativo intravascular, favoreciendo asi la activacion de las
células endoteliales y el establecimiento de una respuesta inflamatoria como
mecanismos capaces de progresivamente llevar al desarrollo del estado de
disfuncién endotelial (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Mecanismos implicados en la toxicidad de la hemina libre durante hemdlisis
intravascular severa. En diversas situaciones patoldgicas, puede ocurrir una hemodlisis
intravascular aumentada que deriva en la liberacién de grandes cantidades de hemoglobina
(HbO,) al plasma (a). La liberacién del grupo hemo y su oxidacién resulta en la generacién de
hemina libre y 0,° (b). La hemina libre podra promover en reacciones oxidativas en plasma al
reaccionar con H,0, o con ONOQO, incrementando notoriamente la nitracion de residuos de
tirosina (c); dada su gran hidrofobicidad, tendera a acumularse en membranas celulares (por
ejemplo de células endoteliales) (d), donde es capaz de incrementar considerablemente la
nitracion de tirosina ONOO™ dependiente (e) y de iniciar procesos de lipoperoxidacién (f). Este
estado de estrés nitro-oxidativo podra derivar en la activaciéon endotelial (g), creando un
ambiente pro-inflamatorio. Estos efectos pro-oxidantes de la hemina pueden evitarse si la
misma es captada por la hemopexina (Hx), que se encarga de transportarla al higado para su
degradacion (h); en caso de saturacién de la Hx, la albimina (HSA) podra captar parte de la
hemina libre restante, inhibiendo parcialmente sus efectos pro-oxidantes (i). Ademas de estos
efectos promovidos por la hemina, la propia HbO, inicialmente liberada puede consumir parte
del °NO presente en plasma (j), mientras que el 0," liberado por oxidacién del grupo hemo a
hemina también puede dar cuenta del dxido nitrico, llevando a la formacién de ONOO™ (k). En
conjunto, todos estos efectos contribuyen a la disfuncidon endotelial observada en patologias
gue cursan con eventos de hemolisis graves. Imagen creada en el software ChemBioDraw Ultra
12.0.
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7. Conclusiones

En fase acuosa, se verificd la capacidad de diversos complejos de bajo peso
molecular de metales de transicion (Fe** y Mn>*) de promover la oxidacion vy
nitracidn de tirosina por peroxinitrito. Dicha capacidad implica la reaccion directa
entre el ONOO' y el complejo metdlico, que lleva a la formacién de las especies
0=Me™*X y *NO, en rendimientos mayores que la formacién de *OH y *NO,
que surgen cuando, en ausencia de metales, el ONOO™ decae por homodlisis
catalizada por protdn. De este modo, tras la reaccién con los metales, la especie
0=Me™*X actda como principal oxidante por un electron de la tirosina,
generando el radical tirosilo, que a continuacién reaccionaria con el °*NO,
llevando asi a la formacién de 3-NO,Tyr con grandes rendimientos. En base a los
resultados obtenidos, no existe evidencia de que la nitracién de residuos de
tirosina por ONOO™ catalizada por metales de transicidn transcurra a través de un
mecanismo no radicalar como el que fue propuesto inicialmente.

Dentro de los complejos que produjeron un incremento en los niveles de
nitracidon de tirosina por ONOO’, se destaca, por su relevancia bioldgica, a la
hemina. En solucién acuosa, la hemina produjo un incremento de los
rendimientos de nitracién de un 9% a un 17%. Dicho incremento, si bien resulta
importante, fue menor que el efecto previamente observado para la nitracion de
un andlogo hidrofébico de la tirosina (BTBE) incorporado en liposomas de
fosfatidilcolina (aumento de 3% a 15%). Por lo tanto, debido a la hidrofobicidad
de la hemina y su gran tendencia a intercalarse en bicapas lipidicas, este efecto
capaz de aumentar la nitraciéon de tirosina por ONOO™ seria mas relevante en
entornos hidrofébicos, como membranas plasmaticas o lipoproteinas.

Si bien en condiciones normales la hemina que resulta liberada en plasma es
rapidamente removida por acciéon de la hemopexina principalmente y en menor
medida por la albumina, en situaciones patoldgicas que transcurren con una
hemolisis intravascular severa (por ejemplo, anemia hemolitica o falciforme)
estos sistemas se saturarian, resultando en la presencia de grandes cantidades
de hemina libre. En dichas situaciones, la hemina es capaz de ejercer un gran
numero de efectos téxicos que implican principalmente reacciones oxidativas;
dentro de estos efectos se puede incluir su capacidad de catalizar la nitracién de
tirosina por ONOQO/, principalmente en membranas biolégicas, donde tenderd a
concentrarse por su hidrofobicidad. Asi, este mecanismo de toxicidad de la
hemina apreciado en este trabajo podria estar implicado en la generacion de una
condicion de estrés nitro-oxidativo severa, contribuyendo de este modo a la
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patogénesis de las distintas alteraciones fisioldgicas asociadas a los eventos de
hemdlisis intravascular grave y sostenida, como la disfunciéon endotelial.

La habilidad de la HSA de unir hemina proporcionaria una proteccién parcial
contra estos efectos, al limitar la capacidad de la hemina de promover la
nitraciéon de tirosina dependiente de ONOO'. Si bien el complejo HemHSA tuvo
igualmente un leve efecto aumentando la nitracién de tirosina, una parte
importante de su efecto protector seria removiendo hemina de membranas
bioldgicas (o evitando su ingreso a las mismas desde la fase acuosa), donde su
efecto pro-oxidante es mas pronunciado e implica no solo el incremento en la
nitracién de tirosina sino también otros procesos como la lipoperoxidacion.
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