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Abreviaturas

Abreviatura

Nombre completo

oTyr Radical tirosilo

0, Oxigeno singulete
ADN Acido desoxirribonucleico
Arg Arginina

Ccos” Radical carbonato

Cys Cisteina

D,0 Agua deuterada

DMF Dimetil formamida
DMS Dimetil sulfuro

DMSO Dimetil sulféxido
DNPH Dinitrofenilhidrazina
DTNB Ditionitrobenzoico
DTT Ditiotreitol

FA Acido férmico

F-GSH Fluoresceina-glutatidn
FMK N-formilquinurenina
G-HOCHDA Dipéptido gliciFHOCHDA
GSH Glutatién

GSSG Glutatién disulfuro

GY Dipéptido glicil-tirosina
H,O Agua

H,0, Perdxido de hidrégeno
HCl Acido clorhidrico




His Histidina

HNO, Acido nitroso

HOCI Acido hipocloroso

HOCHDA 3-(1-hidroxi-4-oxociclohexa-2,5-dien-1-il)-L-alanina
HOHICA 2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indol-2-carboxilico
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
IAM lodoacetamida

Kn Quinurenina

Lys Lisina

MB Azul de metileno

MetOH Metanol

Met Metionina

MetO Sulféxido de metionina

MWM Marcador de peso molecular

N,O Oxido nitroso

N,Os Oxido de nitrégeno

NaBH, Borohidruro de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

NHS-F N-hidroxisuccinimida-Fluoresceina

NO Anidn nitroxilo

NO Oxido nitrico

NO, Nitrito

‘NO, Didxido de nitrégeno

NO;s Nitrato

0, Oxigeno molecular

0," Radical superdxido




O3 Ozono

‘OH Radical hidroxilo

ONOO/ONOOH Peroxinitrito

PIDA Fenil iododiacetato

ROS/RNS Especies reactivas de oxigeno/nitrogeno
TFA Acido trifluoroacético

TNB Acido tionitrobenzoico

Trp Triptofano

Tyr Tirosina

WL Longitud de onda

B-ME

B-mercaptoetanol




Resumen

Radicales libres y especies reactivas son producidos en el organismo tanto como productos
secundarios del metabolismo aerobio como por enzimas especializadas, y algunos cumplen
roles fisiologicos. En varias enfermedades la produccion de especies reactivas deja de estar
controlada y contribuyen al desarrollo y empeoramiento de la patologia. Las proteinas son el
grupo de biomoléculas mas susceptibles a estas especies oxidantes, y la tirosina es uno de los
aminoacidos que mas se ha usado como "testigo" del dafio oxidativo, ya que da diferentes
productos estables con diferentes especies oxidantes, tales como orto-hidroxi-tirosina con
radical hidroxilo, u orto-nitro-tirosina con peroxinitrito.En contraste, tanto la oxidacién radicalar
de tirosina con posterior adicion de radical superoxido o radical peroxilo lipidico, como la
reaccion de tirosina con oxigeno singulete, llevan a la formacién de derivados de la tirosina
modificados en la posicién para, que luego de un paso de reduccion forman 3-(1-hidroxi-4-
oxocyclohexa-2,5-dien-1-il)-L-alanina (HOCHDA).Dado la frecuencia de estas especies
reactivas en medios bioldgicos, es de esperar que se formen cantidades significativas de
HOCHDA en el organismo, especialmente en condiciones que aumenten el estrés oxidativo,
como patologias vasculares y diabetes.

En este estudio se planteddesarrollar un sistema robusto y sensible que nos permita detectar la
formacion de HOCHDA en medios bioldgicos. Para ello se planteé utilizar en principio
HOCHDA en péptidos pequefios.Como modelo se utilizaron la N-Boc-tirosina oxidada a la
lactona correspondiente y al dipéptido glicil-tirosina oxidado a glicil-HOCHDA. Se ensayaron
varios reactivos para derivatizar HOCHDA.: dinitrofenilhidrazina (DNPH) para reaccionar con el
carbonilo, y tionitrobenzoico (TNB) como reactivo de Michael. La lactona resulté ser un mal
modelo de HOCHDA ya que se observaron reacciones adicionales debido al grupo lactona
propiamente mas que al grupo ciclohexadienona. Con gliciFHOCHDA se observo la formacion
de un dnico producto con DNPH correspondiente a la hidrazona. Con TNB se formd
principalmente el monoaducto, y un poco de un diaducto. También se preparé una sonda
fluorescente nucleofilica, glutation-fluoresceina (F-GSH). Este reactivo reacciond con éxito con
glici-HOCHDA, dando lugar principalmente a un monoaducto.

Como el objetivo dltimo era utilizar el método de deteccién con proteinas, se probd F-GSH con
la proteina ribonucleasa A oxidada con oxigeno singulete. Se observé la asociacion de la sonda
a la proteina oxidada por gel filtracion y por electroforesis en gel. También se comprobé la
unién preferencial de F-GSH a la proteina oxidada respecto a la nativa revelando el gel por
fluorescencia.Si bien aun se necesita pulir este ensayo, es muy prometedor para la deteccion
de proteinas con residuos oxidados electrofilicos en muestras biolégicas mas complejas, como
lisados celulares o muestras de tejido.



1- Introduccion

En el organismo se producen especies oxidantes continuamente como productos secundarios
de la respiracion aerobia y como mediadores o efectores de respuestas celulares. El dafio a
biomoléculas se evita por la presencia de antioxidantes. Cuando los oxidantes desbordan la

capacidad antioxidante y provocan dafio a biomoléculas se habla de “estrés oxidativo™.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) son capaces de provocar dafio
a una amplia variedad de blancos moleculares in vivo, entre estos se incluyen lipidos, proteinas
y ADN. Segun cual, dénde y como se generan estas especies ademas del blanco molecular al
gue atacan serd el antioxidante que participara. Entonces, se define como antioxidante a toda
sustancia que estando presente en una concentracion menor a la de un sustrato oxidable
puede retrasar o prevenir la oxidacién del mismo *. En condiciones de estrés oxidativo los
oxidantes aumentan o los antioxidantes disminuyen de forma progresiva y continua, siendo

éste un proceso reversible?.

Hay varias enfermedades asociadas al estrés oxidativo que resultan de la disminucién de
antioxidantes por mutaciones que afectan la defensa enzimatica, enfermedades que eliminen
estas defensas o falta de consumo de antioxidantes en la dieta. También pueden generarse por
un incremento en la produccién de ROS/RNS causado por una alta exposicién a O,, presencia
de toxinas que actlen como especies reactivas 0 se metabolicen para dar las mismas, o

excesiva activacion de los sistemas que normalmente los producen®.

Generalmente el estrés oxidativo suele ser una consecuencia y no una causa del proceso
primario de la enfermedad. Sin embargo juega un papel importante en la promocién de la lesion
tisular en muchas enfermedades. Algunas de las afecciones que se asocian a este desbalance
son: aterosclerosis, diabetes, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoidea, céancer,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades
neurodegenerativas'.

1.1- Especies reactivas y radicales libres

1.1.1- ;{Qué es un radical libre?

Un radical libre es cualquier especie capaz de existir independiente y que posee uno o mas
electrones desapareados. La presencia de estos electrones desapareados provoca que el
radical libre sea en muchos casos altamente reactivo'.



Los radicales libres y especies reactivas estan implicados en numerosos roles en los seres
vivos, en fisiologia y patologia, por ejemplo, actGan a nivel del sistema vascular en la
vasorrelajacion, en la generacién de memoria del sistema nervioso y en la respuesta inmune

combatiendo patégenos.

Los radicales pueden ser generados a partir de la pérdida o ganancia de un electrén por parte
de una especie no radicalar y mediante el proceso de fision homolitica, donde un enlace
covalente se rompe y uno de los electrones del par compartido se queda en cada atomo®. Si
bien la formacion de estas especies esta muy regulada, hay varias situaciones en las cuales la
produccién de las mismas comienza actuar en contra del propio organismo y es cuando

hablamos de estrés oxidativo.

Los metales de transicién (Fe, Cu, Mn) por su capacidad de aceptar y donar electrones son
actores importantes en el estrés oxidativo *. Por un lado, forman parte de enzimas antioxidantes
como las superoxido dismutasas y catalasas, pero su liberacién de otras proteinas puede
promover el dafio oxidativo. La movilizaciébn de éstos puede ocurrirpor mecanismos que
incluyen oxidacién mediada por superoxido (O,"), desde clusters Fe-S de proteinas (ej.:
deshidratasas), desde proteinas de almacenamiento o transporte (ej.: transferrina, ferritina, y
ceruloplasmina), desde proteinas hemo (egj.: mioglobina y citocromo c) y oxidacion de histidina
con rotura de sitios de coordinacion de metales. Estos metales liberados son un potencial
peligro si su disponibilidad no es controlada ya que pueden catalizar reacciones de radicales

libres no deseadas™ °.
1.1.2- ;Cémo reaccionan los radicales libres?

La reactividad depende tanto del radical analizado asi como del otro compuesto que participara
en la reaccion, si dos radicales se enfrentan, los mismos pueden unir sus electrones
desapareados y formar un enlace covalente generando una especie no radicalar. Sin embargo
cuando un radical se enfrenta a una especie no radicalar, un nuevo radical resulta y pueden

establecerse reacciones en cadena, donde el radical puede?,

e Unirse a la otra molécula y el aducto continda teniendo el electron desapareado.

» Actuar como agente reductor y donar un electréon a la otra molécula, la cual pasa a
tener un electrén desapareado.

» Actuar como agente oxidante aceptando un electron de la otra molécula, la cual

pasa a tener un electrén desapareado.



e Quitar un atomo de hidrégeno desde un enlace C-H, dejando al compuesto como

una especie radicalar con un electron desapareado en el C.

La reactividad de algunas especies reactivas puede compartimentarse de acuerdo a su
capacidad de atravesar biomembranas. Electrolitos sin carga pueden difundir a través de la
membrana mientras que aquellas moléculas cargadas requieren un canal proteico o la
formacion de su acido conjugado. Ademas, cuanto mas pequefia y menos polar sea la
molécula mayor serd su permeabilidad. Por lo que el orden de permeabilidad es el siguiente:
"NO, Oy, 'NO,>>H,0,,0NOOH, H,0 >> 0,", ONOO", CO5™*°.

1.1.3- Especies reactivas de nitrégeno (RNS)
Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico o mondxido de nitrdgeno presenta un electrén desapareado siendo una
molécula paramagnética y un radical libre. Es producido a partir del metabolismo de L-Arginina
en el que participa las enzimas 6xido nitrico sintasa®. "NOes una especie muy selectiva y solo
reacciona con otros radicales o centros metalicos de proteinas, como superéxido o guanilato

ciclasa ’.

Este compuesto ha sido vinculado a miltiples procesos fisioldgicos, algunos de estos pueden
ser: neurotransmision, respuesta a aminoacidos excitatorios, control de la presion sanguinea y
eliminacién de patdgenos® °. Por su capacidad de reaccionar con radicales peroxilo organicos e
inhibir las reacciones en cadena de peroxidacion lipidica, se ha propuesto como un importante
antioxidante in vivo®. Sin embargo su produccion en exceso puede provocar dafios celulares de
manera directa por inhibicién de la ribonucleétido reductasa o citocromo oxidasa, o de forma
indirecta por su conversién a otras especies reactivas capaces de modificar proteinas y ADN

alterando sus funciones *'’.

En ausencia de otro reactivo, se da la reaccién de autooxidacion de 'NO con O,que conduce
finalmente a la formacion de nitrito (NO,). En este proceso se forman intermediarios reactivos
como diéxido de nitrégeno (NO,) y trioxido de dinitrogeno (N,Os)*. Todos tienen efectos
biolégicos importantes,NO,™ esta involucrado en la eliminacidn de patdgenos y vasorrelajacion;
‘NO, puede reaccionar con tioles, ascorbato y urato y no tan rapidamente con tirosina o acidos
grasos insaturados conduciendo a la nitracién. Por su parte N,O3 es considerado un importante

mediador de la desaminacion de bases del ADN que puede conducir a mutaciones y desarrollo



de céancer, ademas de conducir a la nitrosacion de aminas vy tioles, siendo ésta una importante
modificacion postraduccional de proteinas ’.

El proceso de autooxidacion se ve acelerado por muchos lipidos de membrana incluyendo
membranas de fosfolipidos, de hepatocitos y la mitocondria, ademas de acelerarse en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y en micelas de detergentes. La consecuencia de la
aceleracion es el rapido consumo de ‘NO, la catalisis de nitrosacién, el control de la respiracion
mitocondrial y la regulacion de la presion sanguinea ’.

Por otro lado, el 6xido nitrico puede reaccionar con superéxido para dar peroxinitrito (ONOO) a

velocidades controladas por difusion™*.
Dit6xido de nitrégeno ('NO,)

Es un radical libre que se ha reconocido como un importante contaminante del
medioambiente.A nivel celular puede generarse por varios mecanismos como descomposicion
promovida por acido de Lewis del peroxinitrito derivado de °NO, autoxidacion de ‘NO u

oxidacion de NO, catalizado por peroxidasa, principalmente mieloperoxidasa®.

Reacciona con antioxidantes de bajo peso molecular, proteinas y lipidos insaturados, reacciona
con otros radicales, por ejemplo con radical tirosilo para dar 3-nitrotirosina. Esta nitracion
resulta en un cambio en la funcién proteica, inactivacién o activacién, o también puede acelerar
la agregacion de la a-sinucleina. Al reaccionar con lipidos insaturados puede conducir a su
oxidacion y a la formacion de nitro-lipidos. Las reacciones que involucran transferencia de
electron son rapidas, sin embargo aquellas que implican la extraccién de un hidrégeno y

adicién a dobles enlaces son reacciones mas lentas®.
Peroxinitrito (ONOQO)

Puede ser formado de multiples maneras, por ejemplo, a partir de la reaccién entre ‘"NO con O,
(k = 4-16 x10° M*s™) ®, reaccién entre H,0, y HNO,, irradiacién de NO3, entre otros *. Ademas
de ser una especie reactiva per sepuede generarNO, y radical hidroxilo (OH)°.

Su forma aniénica, ONOO', reacciona con dioxido de carbono para formar un aducto muy
reactivo, nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,) ° que decae a ‘NO, y radical carbonato (CO3"),
éste es un oxidante mas selectivo que radical hidroxilo *. Ambos productos son de corta vida
media y fuertes radicales oxidantes, tienen como blanco principal a tiolatos y residuos
aromaticos de proteinas, ademas de participar en la modificacion de bases del ADN °.



Su forma protonada, ONOOH, constituye una importante especie oxidante citotOxica, que
reacciona con tioles, antioxidantes, lipidos, ademas de provocar la rotura de las hebras de
ADN, nitracién y desaminacion de las bases nitrogenadas del ADN vy nitracion de aminoacidos
aromaticos presentes en proteinas (ej.. formacion de 3-nitrotirosina por nitracion de
tirosina).Este proceso de nitracion de la tirosina representa una modificacién postraduccional
que se ha asociado con pérdida y ganancia de actividad, provocando respuestas
inmunogénicas, interferencia de vias dependientes de tirosin-quinasa, alteracién del
ensamblaje y polimerizacién, facilitando degradacién proteica y participando de agregados
proteicos resistentes al proteasoma. De esta forma, la incorporacion de un grupo nitro (-NO,) a
las proteinas puede llevar a cambios importantes a nivel estructural y funcional. 3-nitrotirosina
se ha establecido como un biomarcador de “estrés nitroxidativo” en células y tejidos y se

correlaciona con varias patologias como enfermedades cardiovasculares *°.

Peroxinitrito es un importante oxidante y se encuentra vinculado como mediador patogénico en
varias enfermedades como cardiovascular, neurodegenerativa y procesos inflamatorios.
También se ha demostrado que es un efector citotdxico de las células del sistema inmune hacia

bacterias y parasitos °.
1.1.4- Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Cuando se habla de ROS, se habla tanto de los radicales derivados de oxigeno asi como de

los derivados de oxigeno no radicales (Tabla 1) *.

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno

Radicales No-radicales
Superoxido, O," Peroxido de hidrégeno, H,0O,
Hidroxilo,"OH Acido hipocloroso, HOCI

Peroxilo, RO, Ozono, O3
Alcoxilo, RO’ Oxigeno singulete, 0,

Hidroperoxilo, HO,



Peréxido de hidrégeno (H,0,)

Es un débil agente reductor y oxidante y generalmente resulta ser poco reactivo, es capaz de
inactivar pocas enzimas directamente, generalmente lo hace mediante oxidacion de tioles del
sitio activo de ciertas enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. También

puede oxidar ceto-acidos como piruvato y 2-oxoglutarato®.

Muchas enzimas pueden generarlo in vivo, incluyendo xantina, urato y D-aminoacido oxidasas.
Ademas mediante la dismutacién de superdxido, cualquier sistema biolégico que genere el
mismo, generara también H,O,.Este derivado de oxigeno puede atravesar membranas y una
vez dentro de las células puede reaccionar con iones de hierro y cobre para formar mas

especies reactivas como radical hidroxilo (OH)*.
Radical superoxido (O,")

A nivel celular, el superéxido puede ser producido por varias vias, siendo éste el producto de la
adicién de un Unico electrén al estado basal del oxigeno molecular, contiene asi, Unicamente

un electrén desapareado’.

Es uno de los radicales mas abundantes producidos en sistemas bioldgicos. Se genera en cada
tejido y 6rgano por la familia de NADPH oxidasa, como producto de la respiracion mitocondrial
y puede ademas ser generado a partir de reacciones de auto-oxidacion de ciertas biomoléculas

1,11

(ej.: gliceraldehido,FMNH,, FADH,, adrenalina, entre otras)

A nivel extracelular, una fuente de este radical es la enzima xantina oxidasa, la cual se
encuentra en la sangre como xantina deshidrogenasa pero que puede convertirse en oxidasa
por oxidacion de un tiol o por fragmentacion proteolitica.Dicha enzima se encarga de la
oxidacion de xantina/hipoxantina y transfiere electrones desde estos a NAD* u O,. De esta
forma ademas producir superéxido produce también H,O, contribuyendo asi al dafio tisular en

diferentes patologias®.

En comparacion a "OH, el O,” es mucho menos reactivo con compuestos no radicalares pero
cuando reacciona con otros radicales lo hace rapidamente. Su reaccién con ‘NO controlada por
difusién genera peroxinitrito y junto a la reaccién con ciertos clusters Fe-S proteicos contribuye
a la toxicidad del superdxido®™ **. EI O," reacciona también con radicales tirosiloy esta reaccion
se tratard en detalle mas adelante.El O, "cumple funciones de regulacién de la division celular,

control de la vasorrelajacion y en la respuesta inmune como agente toxico. Pero también puede



tener efectos adversos en los sistemas bioldgicos, por lo que la enzima superoxido dismutasa

reduce los efectos téxicos del O, generado enddgenamente, siendo esencial para los

organismos aerébicos™.

Radical hidroxilo ("OH)

Este radical puede reaccionar con casi todas las moléculas bioldgicas a velocidades

controladas por difusién'®.El radical hidroxilo puede generarse en sistemas biol6gicos de

multiples maneras, como se detallan a continuacion
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Reaccion de Fenton, implica la fision homolitica inducida por radiacion UV o por hierro
ferroso del enlace O-O de per6xido de hidrégeno para dar "OH -2,
X — Fe?* + H,0, > X — Fe3* + HO® + H,0
Radiacion ionizante, la exposicion de agua a radiaciones de alta energia como rayos
gama, siendo ésta la base de la radioterapia ™.
A partir de la reaccidn entre acido hipocloroso (generado por la mieloperoxidasa a partir
de cloruro y H,0,) con superéxido, analoga a la reaccion de Haber-Weiss™ *°.
HOCL+ 05~ - 0, + CI~ + HO®

Esta reaccion presenta una constante de velocidad k= 7.5 x10° M™*s™,
Ademas, la transferencia de un electrén en la reaccién entre Fe** y HOCI se espera que
genere radical hidroxilo o cloro, aunque el primero prevalece.

HOCl + Fe?t - Fe3t + HO* + Cl™

HOCl + Fe?t - Fe3* + OH™ + CI°
La reaccion entre Fe?* y HOCI es de mayor velocidad que la que presenta con H,0,
(reaccion de Fenton)™.
Se ha propuesto que la toxicidad de O,” y H,O, podria involucrar la conversién a ‘OH.
Para explicar esta conversién se han propuesto dos mecanismos,

- Reaccién Haber-Weiss catalizada por ion metalico

Fe3+/Cu2+

05~ + Hy0, ———— HO*+ OH™ + 0,

- Interaccion entre superédxido y oxido nitrico (‘(NO), el cual es producido por varios
tipos celulares. En esta reaccidn se forma como intermediario peroxinitrito que es un
oxidante fuerte y puede ademas evolucionar a "OH* *,

‘NO+ 05~ - ONOO~
ONOO~ + H* - ONOOH
ONOOH — HO®* + °NO,



1.2- Oxigeno singulete ( 'O,)

El estado 'Ag del oxigeno molecular es el estado excitado méas importante en reacciones foto-
sensibilizadas. Este presenta ambos electrones en el mismo orbital molecular con spin
apareado. Se forma rapidamente y de forma eficientesiendo su energia de 93.6 kJ sobre el
estado basal %, y tiene una larga vida media (10°~107° s) en ausencia de moléculas con las que
pueda reaccionar rapidamente. Otros estados excitados pueden formarse pero los mismos son

de mayor energia, con menor vida media y generalmente su decaimiento es bastante rapido™.

1.2.1- Generacion de oxigeno singulete por exposici 6n a luz y en presencia de
sensibilizadores

La formacion de oxigeno singulete por absorcion de luz solar de aminoacidos es un proceso
limitado en ausencia de la unién a un cromoforo. Los principales aminoacidos cromoféricos son
triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, cisteina y cistina, el resto no absorben de manera
significativa a A> 230 nm y el enlace peptidico absorbe débilmente a 210-220 nm; de esta
forma la fotoquimica directa que presentan las proteinas se debe a las cadenas laterales pero

ninguna es muy eficiente para la generacién de 0,™.

El oxigeno singulete se forma rapidamente bajo exposicion a luz UV o visible y en presencia de
un amplio rango de sensibilizadores ya sean enddégenos o exdégenos, incluyendo compuestos
de coordinacion como porfirinas y compuestos organicos como rosa de bengala (RB) o azul de
metileno (MB), los mismos logran generar estados excitados que transfieren energia de manera

rapida y eficiente al oxigeno molecular para dar oxigeno singulete™ ** *°.

1.2.2- Generacion de oxigeno singulete en otros pro  cesos sin luz como mediador

Otra manera de generar oxigeno singulete es mediante reacciones en las que participan
peroxidasas como, mieloperoxidasa, lactoperoxidasa y cloroperoxidasa, ademas mediante
reacciones mediadas por lipoxigenasa. También puede formarse durante las reaccionesde
ozono (O3) con compuestos organicos e inorganicos, H,O, con HOCI, molibdato de sodio y
peroxinitrito (ONOO/ONOOH); como resultado de la descomposicion de endoperéxidos y en

las reacciones de dimerizacién de radicales peroxilo en peroxidacion lipidica™**®.

1.2.3- Reacciones de oxigeno singulete

El 'O, puede reaccionar con otras moléculas de dos maneras, mediante reaccién quimica o
puede transferirle su energia de excitacion volviendo al estado basal en un proceso conocido



como quenching. Las reacciones mas estudiadas son aquellas que involucran compuestos con
doble enlace C-C, como pueden ser carotenoides, clorofila y acidos grasos. Los compuestos

que contienen dobles enlaces conjugados reaccionan con 'O, para dar endoperoxidos *.
1.3- Oxidacién de proteinas por 'O,

Las proteinas resultan ser uno de los blancos principales para la oxidacién dentro de las células
debido a su abundancia y su rapida velocidad para reaccionar con especies excitadas y

radicales entre los que se incluye el oxigeno singulete®.

Se ha demostrado la formacion de peréxidos reactivos durante la exposicion de un amplio
rango de proteinas a 'O, Las proteinas analizadas presentan diferente composicion
aminoacidica pero se ha determinado que los peréxidos se generan en Trp, Tyr, o His en las
proteinas. Como ejemplo se puede mencionar la formacién de peréxidos en melitina, la cual
contiene como residuo reactivo mayoritario Trp y en inhibidor de tripsina que contiene
Unicamente Tyr como residuo reactivo.Estudios han demostrado también la formacion de
peroxidos en proteinas dentro de células viables bajo exposicion a luz visible en presencia de

sensibilizadores'’.

La identificacién de estosperéxidos reactivos ha permitido determinar que los mismos son
intermediarios inestables y pueden propagarel dafio oxidativo mediante reacciones de tipo
radicalar o no radicalar. Estos procesos pueden resultar en la transmision del dafio hacia otros
blancos, o participar enreacciones oscuras™. Los hidroperoxidos formados en proteinas tienen
la capacidad de inducir dafio secundario al inactivar enzimas dependientes de tioles esenciales
a nivel celular e inducir dafio al ADN. Recientemente se han introducido unos reactivos
derivados de boronatos que se vuelven fluorescentes al reaccionar con hidroperéxidos
proteicos que van a permitir profundizar en la caracterizacién de los mismos®®.

1.3.1- Transferencia del dafio a otros blancos biolé6  gicos

La reaccion entre oxigeno singulete y proteinas puede tener mdltiples efectos, incluyendo
oxidacion de cadenas laterales, fragmentacion del esqueleto proteico, dimerizacién/agregacion,
cambios conformacionales e inactivacion enzimatica. Se cree que estos dafios juegan un rol
principal en el desarrollo de cataratas, quemaduras solares y algunos tipos de cancer de piel™.

Otras consecuencias de la oxidacién proteica son los cambios biofisicos y bioquimicos, como

aumento de la susceptibilidad a protedlisis, alteraciones en propiedades mecanicas,



desplegamiento, cambios conformacionales, aumento de hidrofobicidad, alteracion en la
capacidad de dispersion de luz y rotacion dptica, cambios en la unién de cofactores y metales

idnicos™*.
Reaccion con antioxidantes

Los peroxidos generados pueden reaccionar rapidamente con tioles de bajo peso molecular
entre los que se incluye el glutation (GSH). La eficiencia con la que reaccionan otros
compuestos es variable, por ejemplo, el compuesto organoseleno ebselen es muy eficiente (k =
1.1-1.5 x 10 M's™) 8 mientras que el 4cido ascérbico y sus derivados son moderadamente
eficientes, y metionina y el 4cido 3,3'-tiodipropionico reaccionan mas lentamente'’. Ademas, la
exposicion de macréfagos murinos a hidroperdxidos ya formados en péptidos y proteinas,
resultdé en el consumo del hidroperéxido y la oxidaciéon de tioles celulares y GSH en mayor

velocidad®.

La descomposicion de peréxidos puede llevar a una mayor formacion de radicales que pueden
participar en las reacciones en cadena. Diferentes antioxidantes pueden reparar radicales
aminoacidicos. Algunos ejemplos son: Trolox C (analogo sintético de vitamina E) que repara
radicales derivados de Trp libre y en lisozima rapidamente (k = 2-5 x 10’ M's™) y més rapido
aun para los radicales derivados de Tyr, Met e His (k = 4-8 x 10° M’s™). Otros antioxidantes
son &cido Urico que repara radicales de Trp (k = 1.5 x 10’ M's™) y acido ascorbico (k = 9 x 10’

M—ls—l) 20.
Reaccién con otras proteinas

Los tioles presentes en proteinas también reaccionan con los peroxidos formados, los de
menor tamafio pueden inducir la oxidacién del tiol de manera mas rapida que los perdxidos de
mayor tamafio. Asi, la velocidad de este proceso varia con la estructura proteica, la naturaleza
y tamafio del perdxido y el acceso y ubicacion del tiol. Como resultado se puede destacar la
inactivacion enzimatica, como sucede con la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, glutation
reductasa, caspasas y Ca**-ATPasas’’" *°.

Por otro lado, hay evidencia de la formacion de agregados de alto peso molecular provocado
por reacciones de entrecruzamiento. Algunos de estos agregados pueden derivar de la
formacion de ditirosina a partir de la union de dos radicales tirosilo, o entrecruzamientos de

disulfuros intermoleculares®’.



Los grupos carbonilo formados como resultado de la oxidacién pueden reaccionar de forma
reversible mediante formacién de base de Schiff con Lys y Arg de otras proteinas. Sin embargo
el subsecuente rearreglo Amadori resulta en un entrecruzamiento irreversible. Estas reacciones

pueden ser las responsables de la inactivacion de algunas enzimas por reacciones oscuras®’.

Ademas se ha reportado algunos casos de fragmentacion proteica inducida por intermediarios
de la foto-oxidacion. Radicales formados de los peroxidospueden quitar un H de un Ca para
llevar a la formacién del radical en el esqueleto proteico, y los mismos podrian dar lugar a la
fragmentacion®’.

Reaccién con grupos prostéticos

Se han demostrado modificaciones de grupos prostéticos presentes en proteinas provocadas
por la exposicion a '0,. Un ejemplo de esto es la enzima catalasa la cual al exponerse a 'O,
genera multiples conférmeros con puntos isoeléctricos mas acidos como resultado de la
modificacion del grupo hemo'’.

1.4- Aminoacidos susceptibles a oxidacion por '0,

Las constantes de velocidad de las reacciones entre 'O, con los diferentes residuos
aminoacidicos varia de forma acentuada, lo que resulta en el dafio selectivo de aminoéacidos

especificos.

Aquellos que reaccionan a una velocidad significativa a pH fisiol6gico son histidina,
triptofano,tirosina, metionina, cisteina y cistina. Asi, para Trp, k= 3 x 10’ M's™, para His, k= 3.2
x 10'M?*s™ a pH 7.1 (presenta variaciones segin el pH), para Tyr,k= 0.8 x 10'M's™, para
Met,k= 1.6 x 10'M™*s™ y para Cys,k= 0.9 x 10’'M™'s™*, Las demés cadenas laterales reaccionan

con k< 0.7 x 10°M*s™ a pH neutro®’.

Como se menciond anteriormente, tanto en sus formas libres como en proteinas, los
aminoacidos Tyr, Trp e His, reaccionan con oxigeno singulete generando peréxidos, los cuales
han podido ser detectados en proteinas presentes en células intactas mediante la exposicion

de estas a luz visible y en presencia de un fotosensibilizador *°.
1.4.1- Reaccion con triptéfano

La reaccién inicial entre oxigeno singulete y triptéfano conduce a la formacion de un

hidroperdxido inestable que rapidamente es convertido en un hidroperéxido triciclico, el cual se



obtiene como una mezcla de las formas cis y trans (WOOH). Este hidroper6xido puede
descomponerse al alcohol correspondiente (WOH) y a N-formilquinurenina (FMK) que

posteriormente puede descomponerse a quinurenina (Kn)** ** 2,

El derivado FMK es un mejor foto sensibilizador que el Trp lo que promueve una mayor
produccién de 'O, bajo la exposiciéna luz UV#, y cuando la misma es prolongada puede
conducir a un aumento en el dafio por la descomposicion de los endo- e hidro-peréxidos

iniciales.

Tanto FMK como Kn se han asociado a condiciones patoldgicas como cataratas y formacion de
agregados covalentes de superéxido dismutasa implicados en esclerosis lateral amiotrofica y

enfermedades degenerativas de motoneuronas?*.
1.4.2- Reaccion con histidina

La oxidacion inicial de His libre con 'O, se da por la formacion de endoperdxidos y el consumo

de una molécula de O, por mol de His.

Se ha demostrado que los perdxidos son importantes intermediarios en la foto-oxidacion de un
amplio rango de especies derivadas de His entre las que se incluye el aminoacido libre asi
como residuos de este en péptidos. La formacidon de grandes cantidades de peroxidos se
logran observar cuando se exponen las especies a luz visible en presencia de diferentes
sensibilizadores, siendo estas cantidades dependientes de la presencia de luz y de la
estructura del sensibilizador, ya que de esto también depende la formacion de 'O, fundamental
como intermediario de reaccion®.

Los peroxidos detectados decaen luego de algunas horas con el proceso acelerado por
elevadas temperaturas, presencia de tioles, borohidruro, o Fe(ll)-EDTAZ.EI endoperéxido inicial
decae rapidamente a baja temperatura para dar intermediarios peréxidos y finalmente diversos
productos como derivados de &cido aspartico, asparagina y urea'’.Por ejemplo, el resultado
final de la fotolisis de N-benzoyl-His a pH 11 cuando el anillo imidazol no se encuentra
protonado y es susceptible al ataque nucleofilico, se obtuvo la formacion de urea, N-benzoyl-
Asp y N-benzoyl-Asn. Ademas, otros estudios han reportado la formacion de compuestos
peroxidicos a partir de la oxidacién de derivados con imidazol sustituido. Estos peroxidos se
han postulado como intermediarios importantes en reacciones de entrecruzamiento de

aminoacidos oxidados con residuos sin modificar y en la modificacion de enzimas?.



1.4.3- Reaccién con metionina

La oxidacién de metionina libre puede ocurrirmediante varias vias, las cuales varian con el pH,
pero el producto final y mayoritario siempre es sulféxido de metionina (MetO). La formacion del
mismo se da por la reaccién entre una especie zwitterionica (R,S*-O0") que reacciona con una

segunda molécula de Met dando dos moles de sulfoxido™* ** %,

Por un lado a pH< 6, la reaccion es simplemente una, entre Met y O, en relacién
estequiométrica 2:1. A pH 6-10 otra reaccidn entra en juego y es la que conduce a la formacion
de dehidrometionina, también se genera H,O,. Este compuesto, dehidrometionina lentamente
se hidroliza a MetO. La estequiometria general incluyendo las reacciones oscuras es 1 mol de

Met y O, consumido para dar 1 mol de sulféxido y uno de H,O,™* ?*.
1.4.4- Reaccion con cistina y cisteina

El aminoacido Cys libre reacciona rapidamente con *O,mediante la formaciéon de un zwitterion
(RS*-00") el cual se descompone rapidamente para dar cistina(disulfuro), oxiacidos y acido
cistéico (RSO;H). Las cantidades de los mismos varian de acuerdo al impedimento estérico o

barreras electronicas segin el aminoacido se encuentre libre o forme parte de la proteina*® *"
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La oxidacién de cistina libre se da mediante la formacion de un intermediario peroxi-
zwitteridnico que reacciona con otra molécula de cistina para dar dos moléculas de tiosulfinato
(RSS(=O)R)*" %,

1.5- Oxidacioén de tirosina

La tirosina es muy susceptible a dafio oxidativo, ya que presenta la capacidad de reaccionar
con la mayoria de las especies reactivas para dar productos caracteristicos. Generalmente las
modificaciones ocurren en la posicion orto del anillo fenélico, adyacente al grupo hidroxilo.
Algunos ejemplos son los productos de la reaccion de tirosina con peroxinitrito,o-nitro-tirosina
(mayoritario), o-hidroxi-tirosina y o0,0’-ditirosina; producto de la reaccion con HOCI,o-

clorotirosina, entre otros?’.

Esta posicién, es preferida para la adicion ya que las dos posiciones orto disponibles poseen
menos impedimento estérico en comparacion a la posicion para, ademas de involucrar la
rearomatizacion del anillo, dejando productos de oxidacion relativamente inertes a otras
reacciones.Estos productos de oxidacion de la tirosina han sido los mas estudiados, y se ha



observado que su formacién se ve aumentada en varias patologias, evidenciando la formacién

del radical tirosilo intermediario in vivo.

Menos estudiados han sido los productos de oxidacion de tirosina modificados en la posicion
para. Hay al menos cuatro formas de generar derivadosde tirosinaen para y son a partir de las
siguientes reacciones: 1- entre tirosina y 'O, 2- entre radical tirosilo y superéxido, 3-

hidroxilacion de tirosina por radical hidroxilo y 4- entre radical tirosilo y radical peroxilo lipidico.

Estos productos no son estables como los modificados en orto, sino que son derivados
electrofilicos que pueden reaccionar con otras biomoléculas. Todavia han sido poco
estudiados, pero su formacién podria tener importantes consecuencias biologicas, y por tanto

es relevante profundizar en la caracterizacion de estos derivados electrofilicos de la tirosina.
1.5.1- Reaccion de tirosina con oxigeno singulete

Inicialmente, la tirosina es oxidada por 'O, mediante la 1,4-cicloadicién del mismo al anillo
fendlico conduciendo a la formacién de un endoperéxido inestable que rapidamente abre su
anillo para dar un hidroperéxido intermediario situado en la posicion C1 del anillo (posicion para
del anillo fendlico). En presencia de un grupo a-amino libre, como sucede en Tyr libre, el cierre
del anillo es rapido y se da la formacién de un hidroperéxido indélico que decae a su alcohol
correspondiente  acido  3a-hidroxi-6-oxo-  2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indol-2-carboxilico
(HOHICA, Fig. 1)* 2%,

Aquellos hidroperéxidos que carecen de grupo a-amino libre (como los formados en residuos
de Tyr en péptidos) quedan como una ciclohexadienona para-OOH aciclica (HPOCHDA, 3-(1-
hidroperoxi-4-oxociclohexa-2,5-dien-1-il)-L-alanina; Fig. 1)*’. Tienen mayor vida media y
decaen lentamente a bajas temperaturas a su alcohol correspondiente. Este decaimiento se
acelera a 37°C, en exposicion a luz UV o a iones metalicos, y da origen a radicales reactivos,
mediante la rotura del enlace per6xido. Estos radicales suelen estarimplicados en la

promociondel dafio hacia otros blancos mediante la generacion de mas radicales®.

Por reduccién o por hidrélisis HPOCHDA puede dar el derivado de tirosina 3-(1-hidroxi-4-
oxociclohexa-2,5-dien-1-il)-L-alanina (HOCHDA). A diferencia de los orto-derivados aromaticos,
esta modificacién cuenta con un carbonilo a, B-insaturado que convierte a estos derivados en
electréfilos capaces de reaccionar con especies nucleofilicas asi como con otras proteinas

siendo potencialmente éste un importante mecanismo de agregacion covalente de proteinas.
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Figura 1. Esquema de reaccién donde muestra la ciclacion y formacién de HOHICA cuando la tirosina es N-terminal,

y HOCHDA cuando la tirosina esté en otra parte del péptido.

Para el caso de la tirosina como aminodcido libre se ha propuesto como proceso de oxidacién
el esquema mostrado en laFig. 2, donde se muestra con mas detalle el proceso de ciclacion
previamente mencionado. El intermediario HPOCHDA (1) reacciona rapidamente con el grupo
amina del aminoacido libre para dar el hidroperéxido de anillo cerrado (2). Esta especie decae
subsecuentemente mediante un proceso no radicalar para dar el alcohol estable HOHICA, que
resulta ser el producto mayoritario de la foto-oxidacién de Tyr libre mediado por 'O, aunque se
ha reportado que el mismo puede oxidarse ain mas en condiciones alcalinas para dar un

compuesto ceto descarboxilado®®
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Figura 2. Esquema de oxidacion del aminoacido tirosina libre mediado por 0, obtenido de?.

Es posible que a bajas concentraciones estos para-derivados de tirosina desencadenen
respuestas adaptativas como puede ser respuesta a shock térmico, o respuesta antioxidante
impidiendo que el dafio se promueva. Por otro lado, altas concentraciones de estos productos

podrian contribuir al agregado proteico como sucede en enfermedades neurodegenerativas®.
1.5.2- Reaccion entre radical tirosilo y superéxido

Las reacciones entre superoxido y otros radicales formados endégenamente como aquellos
derivados de tirosina y guanina derivan en hidroperéxidos que presentan el potencial suficiente

para contribuir a la naturaleza téxica del superéxido™.

Los radicales fenoxilo son producidos por oxidacion de tirosina que involucran un electrén, por
ejemplo, por mecanismos que incluyen oxidacién por perdxido de hidrégeno y peroxidasas
como la mieloperoxidasa, oxidaciones catalizadas por radical hidroxilo y metales, y
transferencia de electrones o de hidrégeno a otros radicales. En proteinas, los radicales tirosilo
son parte del ciclo catalitico de la ribonucleétido reductasa, prostaglandina sintasa y
lactoperoxidasa. Ademas son formados en mioglobina y hemoglobina durante la reaccién con

peroxido de hidrogeno?.
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En ausencia de superéxido, radicales tirosilo (¢Tyr) se combinan para formar ditirosina (k = 0.45
x 10° M?sH* de manera covalente (reaccién 1, Fig. 3). Este tipo de enlace puede llevar al
entrecruzamiento entre proteinasprovocando la polimerizacién en condiciones de estrés
oxidativo®, y se ha convertido en un biomarcador del mismo en varias patologias**. Entre estas
se pueden destacar, cataratas, aterosclerosis, inflamacién aguda, enfermedad de Alzheimer®?.
Asi, elevados niveles de ditirosina se han encontrado como producto de envejecimiento,

inflamacion, exposicién a UV y radiacion gama (y) y otras condiciones de estrés oxidativo 3%,

Sin embargo, las reacciones entre superdxido y radical tirosilo son lo suficientemente rapidas (k
= 1.5 x 10° M's™) # como para competir con la dismutacion del superéxido y la formacion de
ditirosina. Estas reacciones pueden darse de dos formas, mediante transferencia de electrén
(reaccion 2a, Fig. 3) donde se repara el radical tirosilo y da 0,%, o mediante la adicién del
superdxido (reaccién 2b, Fig. 3) para formar hidroperéxidos potencialmente téxicos. La
diferenciaciéon entre éstas dos vias esta influenciada por los grupos amino adyacentes que
promueven la formacion del hidroperdxido™.

La adicion del superéxido puede darse tanto en posicion orto como en posicion para respecto al
OH del anillo fendlico, pero resultados muestran que los productos predominantes son aquellos
en posicion para®’.Estudios teéricos muestran que la adicion de superéxido a la posicién orto
del radical tirosilo es mas favorable desde el punto de vista termodinamico. Por otro lado, con el
fin de encontrar una explicacién valida para la formacién del derivado en posicion para, se ha
estudiado la distribucion de carga en el radical tirosilo. Se ha determinado que la carga
negativa se distribuye sobre la posicidn orto y esto estaria actuando como barrera cinética que
enlentece la reaccion con el superoxido, lo que lleva a la formacién del derivado

preferencialmente en posicién para®.

El hidroperéxido generado puede ser reducido en presencia de reductores (reaccion 3, Fig. 3) a
la especie mondxida, la cual mantiene centros electrofilicos que le permiten formar productos
ya sea con glutation como con otros tioles mediante adicion de Michael, o formar un conjugado

biciclico (reaccion 4, Fig. 3)*.
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Figura 3. Esquema de reaccién entre radical tirosilo y superoéxido.

1.5.3- Reaccidn de tirosina con radical hidroxilo

El radical hidroxilo es la especie mas reactiva de todas, pudiendo reaccionar basicamente con
cualquier biomolécula. La oxidacién de tirosina por radical hidroxilo genera como producto
principalo-hidroxi-tirosina, llamado también L-dopa®, pero también puede darse en la
posicionpara del anillo fendlico, aunque la misma se da en menor medida, entre un 6-12%

respecto a la formacién del derivado 0-OH .
1.5.4- Reaccion entre radical tirosilo y peroxilo|  ipidico

Se observ6 que cuando se oxidan lipidos polinsaturados en presencia de tirosina se forman
productos de adicion radicalar entre el radical tirosilo y radicales peroxilo lipidicos. Los aductos
estables de tirosina-peréxido lipidico han sido exclusivamente resultado de la adicion a la

tirosina en para. Los endoperéxidos resultantes pueden reducirse para dar HOCHDA, o
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también se puede dar una reaccion de Diels-Alder intramolecular para resultar en una

estructura triciclica®.

Los residuos de tirosina se observan frecuentemente en regiones de las proteinas que se unan
a membrana y estudios sugieren que esta ubicacién minimiza la energia libre relativaa su
ubicacidn en sitios expuestos a solventes o sitios transitorios. Dicha ubicacion y la de los lipidos
de membrana indican la posibilidad de que se den reacciones entreradicales tirosilo y radicales
derivados de lipidos®.La formacion de estos Gltimos es una de las reacciones fundamentales
que se establecen durante el proceso de estrés oxidativo, y estos peroxilos lipidicos son
relativamente méviles en una membrana en comparacién con un residuo proteico de tirosina®.

1.5.5- Conjugacion de glutatién a tirosina oxidada

Durante la oxidacién proteica se pueden dar varios tipos de modificaciones ya sean reversibles
o irreversibles. Una modificacion proteica comdn es la S-glutationilacion donde se da la
formacion de un enlace disulfuro (S-S), proceso reversible propuesto como uno de los
mecanismos involucrados en la sefializaciéon redox. La glutationilacion a través del enlace C-S
puede también ocurrir si en la oxidacién proteica se da el aumento de sitios electrofilicos que
pueden formar aductos por adicion de Michael®’.

Como se menciond anteriormente, en la oxidacion de tirosina se forma un hidroperoxido que
presenta un grupo carbonilo a,B-insaturado que le brinda sitios electrofilicos, esto favorece la
interaccion con tioles y otros nucledfilos; la reduccion del hidroperéxido al derivado hidroxilo
mantiene dichos sitios por lo que el nuevo compuesto también puede establecer las reacciones
mencionadas. Esto puede resultar en la conjugacion de los derivados de tirosina con GSH,

reaccién que es un potencial mecanismo para entrecruzamientoentre Tyr y Cys en proteinas®’.

Cuando GSH reacciona con el hidroperéxido lo reduce al derivado hidroxilado que rapida y
eficientemente forma conjugados. Lo que provoca esta reduccién es que se elimine la

capacidad oxidativa pero las modificaciones estructurales se mantienen %',

Estudios muestran que la formacion de HOCHDA por la reaccion de radical tirosilo con
superéxido y posterior reduccién, puede llevar a un posterior paso de adicion de uno o dos
GSH. La formacion de aductos entre GSH y HOCHDA se ha observado en proteinas. Utilizando
diferentes sistemas para generar el radical tirosilo en estas proteinas junto con superéxido y
posterior agregado de GSH, se ha observado la formacion de aductos por espectroscopia de

masa®’. Se identificé la formacién de un aducto GS-HOCHDA en la Tyr 151 de la mioglobina de



ballena ¥, y la formacién de mono y diaductos GS-HOCHDA en la Tyr 14 de la insulina *.El
entrecruzamiento de GSH puede revertirse lentamente, sin embargo a las concentraciones de

GSH en las células es probable que persista *.

Dada la cantidad de reacciones que pueden dar lugar a HOCHDA en un contexto bioldgico, que
probablemente aumenten en condiciones patoldgicas y la reactividad de HOCHDA hacia tioles
y otros nucledfilos, consideramos que HOCHDA puede ser un intermediario importante en el
estrés oxidativo y que merece ser estudiado en mayor profundidad. Por ello, en este trabajo
proponemos estudiar métodos para detectar la presencia de HOCHDA en péptidos y proteinas.
Para eso nos aprovecharemos de las diferencias de reactividad de HOCHDA con otros

aminoacidos.



Objetivo general

Desarrollar un método sensible y robusto para la deteccion del derivado electrofilico de tirosina,

HOCHDA, en péptidos y proteinas.

% Objetivos especificos

Estudiar la aplicabilidad de DNPH y TNB para la deteccion de HOCHDA utilizando el derivado

lactona de N-Boc-tirosina.

Estudiar la aplicabilidad de DNPH y TNB para la deteccion de HOCHDA utilizando glicil-
HOCHDA.

Sintetizar y aplicar una sonda fluorescente para detectar HOCHDA en péptidos y proteinas.
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2- Materiales y métodos

Los reactivos utilizados fueron de Sigma y Applichem. Las soluciones buffer que se emplearon
mas frecuentemente fueron buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 y buffer borato de sodio 100
mM pH 8.5. Las medidas de absorbancia se realizaron utilizando un espectrofotometro UV-Vis
Varian Cary 50. Para el analisis de productos por HPLC se utilizé un HPLC Agilent Infinity 1260
cuaternario con detectores de absorbancia de arreglo de diodos (1260 DAD VL) y fluorescencia
(1260 FLD), con inyeccion manual. Las fases méviles tipicamente utilizadas fueron A: 0.1%
trifluoroacético (TFA) en agua, B: 0.1% TFA en acetonitrilo y no seran mencionadas a
continuacién excepto cuando se cambie la fase mavil. Las columnas utilizadas fueron: Supelco
Discovery C18, 25 cm x 4.6 mm (Supelco analitica), Supelco Discovery C18, 25 cm x 10 mm

(Supelco semipreparativa) y Agilent Eclipse Plus C18, 100 x 4.6 mm (Eclipse analitica).
2.1- Lactona 1

2.1.1- Caracterizacionde N-Boc Tirosina oxidada

Sintesis de la lactona. El derivado lactona 1 de N-Boc tirosina fue provisto por el Dr. Williams
Porcal, obtenido a partir de la reaccion de N-Boc Tirosina con fenil iododiacetato (PIDA) en

tetrahidrofurano y agua.

Al considerar que el grupo reactivo de HOCHDA (la ciclohexadienona) es la misma para la

lactona 1 se utiliz6 como analogo de HOCHDA.

Caracterizacion de la lactona. Se realizaron espectros de absorbancia en metanol, agua con
0.1% TFA y buffer fosfato para visualizar el cambio de absorbancia. Para esto se midio a A=
200-400 nm con el fin de determinar a qué longitud de onda absorbe el compuesto.

Para determinar el coeficiente de absortividad molar de la lactona 1 se realiz6 una curva de
calibracion utilizando una concentracion inicial de 11.3 mM en metanol y se prepararon
soluciones de 22.6, 45.2, 67.9, 90.5 y 113.1 uM en agua con 0.1% TFA. En la realizacion de la

curva de calibracion se midi6é a la A= 229 nm.



2.1.2- Reaccién con dinitrofenilhidrazina (DNPH)

Preparacion de DNPH. Se preparé una solucién 10 mM de DNPH en HCI 2M y luego se realizé
la cuantificacion midiendo a A= 352 nm, £= 14900 M*cm™®. Para esto se prepar6 una solucion

60 uM en etanol. La concentracion final resultd ser 12.9 mM.

Reaccion entre DNPH y lactona. En la reaccion se ensayaron diferentes condiciones, en
relacién estequiométrica 1:1 se probaron las concentraciones 2, 0.5 y 0.1 mM (de cada uno de
los reactivos) y en relacion 2:1 (donde el DNPH se encuentra en exceso respecto a la lactona)
se probaron las concentraciones 4 mM de DNPH con 2 mM de lactona. Todas las soluciones
fueron preparadas en HCI 2M partiendo de concentraciones iniciales de 11.3 mM para la
lactona y 12.9 mM en el caso de DNPH. Se dejé reaccionar 20 min a Temp. amb., protegido de

la luz.

Para el andlisis de los productos de reaccion se realizaron espectros de absorbancia. Cada una
de las muestras se llevé a una concentracién de 50 uM con HCI 2M, y ademas se preparé una
solucién de igual concentracién de DNPH como control. Se realizaron espectros de absorcion
entre 200-700 nm.

También se realizé el analisis por HPLC, la columna utilizada fue Supelco analitica. Se aplico
un flujo de 1 ml min™®. El método utilizado fue 100% del solvente A de 0-6 min, 100% del
solvente B de 20-22 min y 100% del solvente A de 25-34 min. Se inyectaron 10 ul de muestra.
Se realizaron tres tipos de controles, uno de DNPH 1.29 mM en HCI 2M, otro de lactona 10 mM
en MeOH y un blanco con HCI 2M. Se hizo la deteccion a las siguientes longitudes de onda:
228, 280, 322, 334 y 360 nm.

2.1.3- Reaccion con acido tionitrobenzoico (TNB)

Preparacion de TNB. El tiol se obtuvo a partir de la reduccion del reactivo de Ellman
ditionitrobenzoico (DTNB) con exceso ditiotreitol (DTT). Para esto se prepar6é DTNB 100 mM en
buffer fosfato con adicion de NaOH 175 mM para mejorar su solubilizacion y DTT 200 mM. Se
dejo reaccionar durante 1 h, a Temp. amb., protegido de la luz.

La purificaciéon se realizd por separacidn en cartucho de extraccion en fase sélida C18 de 500
mg (Baker, Phillipsburg, NJ). La activacion de la columna se realizé con dos volimenes de 1 ml
de acetonitrilo, luego el equilibrado se hizo con tres volimenes de 1 ml de 0.1% TFA en agua.

Se inyecté 500 pl de muestra previamente acidificada con 1% de TFA. El lavado se realiz6é con



tres volumenes de 1 ml de 0.1% TFA en agua y finalmente el analito se eluye con tres
volimenes de 1 ml de acetonitrilo.

Para la cuantificacion de TNB se realizaron espectros de absorbancia midiendo A=350-450 nm.
La muestra es previamente diluida en pirofosfato de sodio 100 mM pH 9 con el fin de que se
encuentre desprotonado. Finalmente la cuantificacién se hizo midiendo a A= 412 nm, €= 14150

M—lcm—139

Con el fin de verificar la pureza de TNB y determinar la ausencia de DTNB en la muestra se
hizo reaccionar el producto obtenido con glutation. En una primera instancia se midié la
absorbancia de la solucion realizada en pirofosfato y luego se agregé glutation para obtener
una concentracion final de 1 mM y se midi6 la absorbancia nuevamente. La absorbancia no

aumento indicandola ausencia de restos de DTNB en la muestra.

Reaccién entre TNB y lactona. En la reaccion se analizan diferentes condiciones donde se
mantiene fija la concentracién de TNB 1 mM y se evalla frente a concentraciones variables de
lactona como: 1 mM, 500 uM, 200 uM, 50 uM en buffer fosfato, durante 2 h, Temp. amb. y
protegidos de la luz.

Se realizé el analisis de los productos mediante HPLC. La columna utilizada fue Supelco
analitica. Se aplico un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% de A de 0-6 min, 100%
de B de 20-22 min y 100% del solvente A de 25-34 min. Se inyect6 10 yl de muestra. Se
realizaron tres controles, uno de DTNB 1.82 mM en buffer fosfato, otro de lactona 1 mM y uno
de TNB 2 mM a partir de una concentracion inicial de 97 mM. Se hizo la detecciéon a las
siguientes longitudes de onda: 228 (donde absorbe la lactona), 280, 314 (donde absorbe
DTNB), 320 (donde absorbe TNB), 410 y 500 nm.

2.2- Dipéptido glici-HOCHDA
2.2.1- Preparacién de G-HOCHDA

Sintesis, purificacion y andlisis de productos. Se basa en la oxidacion de la tirosina del
dipéptido glicil-tirosina (GY) con oxigeno singulete. Esta reaccion produce un hidroperdxido que
puede ser reducido a HOCHDA con dimetilsulfuro (DMS). El oxigeno singulete se produjo
mediante fotosensibilizacion utilizando azul de metileno (MB) a 0 °C, con barboteo de oxigeno y
expuesto a dos lamparas fluorescentes de 150 W de potencia. Se probaron diferentes
condiciones con el fin de obtener una buena cantidad de producto y alto rendimiento.



En una primera instancia, se hizo reaccionar el dipéptido GY 20 mM con MB 30 uM en buffer
fosfato durante 8 h bajo la produccién de oxigeno singulete. A continuacion se procedio a

reducir con DMS 0.1 M durante 1 h en agitacion.

El anélisis de GY oxidado con 'O, se realiz6 por HPLC, la columna utilizada fue Supelco
analitica. Se aplicé un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% de A de 0-5 min, 30%
de A de 15-18 min y 100% de A de 20-27 min.Se inyectd 10 pl de muestra. Ademas de las
muestras a t=0, t=8 h y la reducida, se realiz6 un blanco con buffer fosfato. La deteccidon se

realizo a las siguientes longitudes de onda: 230, 280 y 350 nm.

La purificacion del producto se hizo mediante HPLC, con deteccion UV. Se utilizé la columna
Supelco semipreparativa. Se aplicé un flujo de 4 ml min™. El método utilizado fue 100% de A de
0-8 min, 40% de A de 12-14 min y 100% de A de 16-24 min. Para la inyeccion de la muestra se
adicion6 a la misma TFA (2 pl cada 0.5 ml de muestra) con el fin de que se realice una mejor
mezcla con la fase mévil y se hizo un blanco con agua. La deteccién se realizé a las siguientes
longitudes de onda: 230, 280 y 350 nm.

Se realiz6 la cuantificacion del producto obtenido midiendo a A= 227 nm, longitud a la cual
absorbe el compuesto de referencia adoptado, N-acetil HOCHDA glicilmetilester, y presenta un

€= 9700 M*cm™ (M. Moller, N. Porter, comunicacion personal).

Finalmente invirtiendo mas tiempo en la optimizacion tanto de la sintesis como de la
purificacién se procedid a probar la reaccion de sintesis en otras condiciones donde el
dipéptido GY 20 mM se prepara en agua deuterada (D,O) y se hizo reaccionar con MB 30 uM
durante 2 h y en produccién de oxigeno singulete. Luego se procedi6 a la realizacién de la

reduccion del producto con DMS 0.1 M durante 1 h en agitacién.

La purificacion del producto se realizé primero mediante el uso de un cartucho de extraccion en
fase sélida de C18, de 200 mg SPE y otro de 500 mg. La activacién de la columna de 200 mg
se realizé con dos volumenes de 500 ul de metanol, luego el equilibrado se hizo con tres
volimenes de 500 pl de 0.1% &cido formico (FA) en agua. Se inyecté 500 pl de muestra pura.
El lavado se realiz6 con dos volimenes de 0.5 ml de 0.1% FA en agua. Para el caso del
cartucho de 500 mg los volumenes se duplicaron. Posteriormente, se analizaron las fracciones
obtenidas de ambas purificaciones por HPLC y posterior cuantificacion, ambos analisis se

realizaron en las mismas condiciones anteriormente descritas.



2.2.2- Reaccién con dinitrofenilhidrazina (DNPH)

Reaccién entre DNPH y G-HOCHDA.. Se trabajé con la fraccion de G-HOCHDA 6.5 mM y con
el DNPH anteriormente preparado 12.9 mM. Las condiciones establecidas para la reaccion
fueron las siguientes, la concentracién de G-HOCHDA se mantuvo constante en 1 mM y la de
DNPH variable: 10 mM, 1 mM, 500 uM en HCI 2M por duplicado durante 20 min, Temp. amb.,
protegido de la luz.

Los productos de reaccion fueron analizados por HPLC. La columna utilizada fue Eclipse
analitica. Se aplic6 un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% de A de 0-4 min, 100%
de B de 16-18 min y 100% de A de 20-26 min. Se inyect6 5 uyl de muestra. Los controles
realizados fueron los siguientes: G-HOCHDA 1 mM en HCI 2M, DNPH 1 mM en HCI 2M y
dipéptido GY 2 mM. Se hizo la deteccién a las siguientes longitudes de onda: 228, 280, 322,
334 y 360 nm.

A partir de los cromatogramas obtenidos nos planteamos optimizar la separacion entre
producto de reaccion y DNPH remanente, de esta forma se establecié una diferente
combinacién de fases moviles a la hora de realizar el andlisis por HPLC. Las condiciones para
la separacion continuaron siendo las establecidas pero A: 0.1% FA en agua y B: acetonitrilo.

2.2.3- Reaccidn con acido tionitrobenzoico (TNB)

Reaccién entre TNB y G-HOCHDA. Se trabajé con el TNB previamente sintetizado de
concentracion 100 mM y la fraccion de G-HOCHDA de concentracién 6.5 mM. Se analizaron
diferentes condiciones donde la concentracion de TNB fue constante, 1 mM, y la de G-
HOCHDA variable: 1 mM, 500 uM, 200 uM, 100 uM en buffer fosfato, durante 2 h, Temp. amb.,

en agitacion y protegidos de la luz.

Se realizé el andlisis de los productos de reaccion por HPLC. La columna utilizada fue Eclipse
analitica. Se aplicé un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% de A de 0-15 min, 100%
de B de 15-17 min y 100% de A de 18-23 min.Se inyect6 10 ul de muestra. Se realizaron
diferentes controles, TNB 2 mM en agua, TNB 1 mM en buffer fosfato, G-HOCHDA 1 mM en
agua, G-HOCHDA 500 pM en buffer fosfato y dipéptido GY 2 mM en buffer fosfato. Se hizo la
deteccidn a las siguientes longitudes de onda: 228, 280, 314, 320, 410 y 500 nm.



2.3- Desarrollo de sonda fluorescente

Se prepard un derivado de glutatién conjugado a un grupo fluorescente, a una fluoresceina,

mediante un enlace amida.

Sintesis de F-GSH. Se hizo reaccionar glutation disulfuro (GSSG) 25 mM preparado en buffer
borato y N-Hidroxisuccinimida-Fluoresceina (NHS-F, Pierce/Thermo, Rockford IL) 12.5 mM
preparada en dimetilformamida (DMF), durante 1 h, Temp. amb., protegido de la luz. El pH se
ajusto a 8.5 mediante el agregado de NaOH 1 M. Posteriormente se procedié a la reduccién del

GSSG con DTT 40 mM durante 30 min, Temp. amb., bajo agitacion.

Los productos se analizaron por HPLC, con deteccion UV-Vis y fluorescencia. La columna
utilizada fue Eclipse analitica. Se aplicé un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% A
de 0-15 min, 100% B de 15-17 min y 100% A de 18-23 min. Se inyect6 5 ul de muestra. Se
realizo el control NHS-F 1.25 mM en buffer borato, y se analizé cada muestra;: GSSG + NHS-F
y GSSG + DTT en agua. La deteccién de absorbancia se realiz6 a las longitudes de onda: 228,
280, 320, 495, mientras que la deteccidn de fluorescencia se realizd a Aex= 495 nm, Aem= 520

nm.

La purificaciébn de la sonda se realizd6 mediante HPLC usando la columna Supelco
semipreparativa. Se aplicé un flujo de 4 ml min™.Se inyectaron volimenes de 100 y 200 ul de
muestra. La Unica deteccion realizada fue de fluorescencia usando Aex= 495 nm y Aem= 520
nm. El método utilizado fue 75% A de 0-30 min. La muestra fue acidificada previamente
utilizando TFA 1%.

Se realiz6 la cuantificacion de cada uno de los picos recolectados midiendo a A= 495 nm,
donde NHS-F presenta un €= 70000 Mcm™ (Instrucciones de fabricante). Para esto cada

muestra se preparé en agua.

Reaccién entre F-GSH y G-HOCHDA. A partir de la fraccion de G-HOCHDA 4.3 mM se prepar6
una solucién 1.1 mM que se hizo reaccionar con una fraccibn 94 uyM de F-GSH (de
concentracion inicial 376 uM) y con 47.5 uM de la otra fraccion de F-GSH (de concentracion
inicial de 190 uM) en buffer borato. La reaccion se dejé transcurrir durante 120 min, Temp.
amb., protegido de la luz y bajo agitacion.

Se analizaron los productos por HPLC, con deteccién UV-Vis y fluorescencia. La columna
utilizada fue Eclipse analitica. Se aplicé un flujo de 1 ml min™. El método utilizado fue 100% A



de 0-15 min, 100% B de 15-17 min y 100% A de 18-23 min.Se inyect6é 5 yl de muestra. La
deteccién de absorcion se realizé a las longitudes de onda: 228, 280, 320, 495, mientras que la
deteccion de fluorescencia se realiz6 a Aex= 495 nm, Aem= 520 nm y Aex= 450 nm, Aem= 520

nm.
2.4- Ribonucleasa A (RNasa A)

2.4.1- Oxidacion de proteina

Se hizo reaccionar 200 uM de RNasa A preparada en agua deuterada con 30 UM de MB
durante 1 h con barboteo de oxigeno y expuestos a una lampara fluorescentes de 150 W de

potencia.
2.4.2- Reaccion con F-GSH

Condicion 1. Se trabaj6é con la RNasa oxidada 200 uM y la sonda previamente sintetizada, F-
GSH 190 pM. Se hizo reaccionar 33.3 uM de proteina con 127 yM de F-GSH. Se control6 pH y
se adiciono 10 ul de NaOH 500 mM.La reaccién tuvo una duracion de 3 h, Temp. amb.,
protegido de la luz.

La purificacién del producto se realizd por gel filtracion. Se utiliz6 PD-10 Desalting columns 8.3
ml Sephadex G-25 medium. Se equilibréo con 25 ml de buffer fosfato. Se sembré 500 pl de la
muestra correspondiente a RNasa nativa-GS-F y se pasaron 2 ml de buffer fosfato. Luego se
recolecté cada 0.5 ml del eluido. Cuando dej6 de salir color se lavé la columna con 25 ml de
buffer fosfato, se sembré la muestra correspondiente a RNasa oxidada-GS-F y se prosigui6 de
la misma manera. Se realizaron espectros de absorbancia de las distintas fracciones para

construir cromatogramas.

Condicion 2. Se trabajé en dos condiciones, una con RNasa oxidada 33.3 uyMy F-GSH 251 uM
a partir de concentraciones iniciales de 200 uM y 376 UM respectivamente, y por otra parte con
RNasa nativa en las mismas condiciones. Ambas reacciones se hicieron en buffer borato y se
les ajusto el pH a 8.5 con NaOH 500 mM. La reaccién tuvo una duracién de 3 h, Temp. amb.,
agitacion y protegida de la luz.Una fraccion de los productos obtenidos se las hizo reaccionar

con borohidruro de sodio (NaBH,;) 10 mM durante 20 min, Temp. amb.

Se realizaron varios geles de poliacrilamida y la corrida electroforética varid con el fin de
encontrar las mejores condiciones para la visualizacion del producto de interés que es el aducto
de la proteina oxidada a la sonda fluorescente. Los geles fueron de poliacrilamida 15% y los



separadores variaron entre 1 y 1.5 mm. EI MWM utilizado fue de BioLabs broad range
#P7710S (10-230 kDa) del cual se sembraron 5 pl. Los lavados del gel se realizaron con agua
0 bicarbonato de sodio 50 mM pH 8.5. La fluorescencia fue revelada utilizando escaner de
geles G-box, usando filtro SW06 y lampara Blue LED Module (M). Para la tincién de los geles

se utilizd Azul de Coomassie coloidal, luego se destifié con agua.



3- Resultados y discusion

Se ha demostrado que existen varias vias para la formacién del derivado HOCHDA (3-(1-
hidroxi-4-oxociclohexa-2,5-dien-1-il)-L-alanina) a partir de la oxidacién de tirosina, ya sea por
oxidacién directa con oxigeno singulete, formacién de radical tirosilo que reacciona con
superéxido o radical peroxilo lipidico y por hidroxilacién por radical hidroxilo®” *. El derivado
ciclohexadienona presenta un grupo a,B-insaturado que le da caracter de mayor reactividad
pudiendo reaccionar con nucledfilos tales como tioles o aminas®’, y podria tener consecuencias
biolégicas importantes, como por ejemplo la agregacion proteica.

El objetivo principal de este estudio fue obtener un método sensible y robusto que permita
detectar la formacion del derivado HOCHDA en péptidos para luego poder aplicar el método a
proteinas y eventualmente a muestras biolégicas. Para ello se gener6 el derivado por oxidacion
de péptidos pequefios como glicil-tirosina y N-Boc tirosina. Estos se hicieron reaccionar con
tioles conjugados a grupos cromofdricos o fluorescentes y con dinitrofenilhidrazina, con el fin de

facilitar la deteccion de los productos formados por HPLC y otras técnicas analiticas.

Finalmente, como era de interés utilizar el método de deteccion con proteinas, se genero el
derivado en Ribonucleasa A por oxidacién con oxigeno singulete, y posteriormente se la hizo
reaccionar con glutation asociado a grupo fluorescente, para luego ser detectado en una

electroforesis en gel de poliacrilamida.
3.1- Lactona 1
3.1.1- Caracterizacion de N-Boc Tirosina oxidada

Considerando que el grupo reactivo de HOCHDA (la ciclohexadienona) es la misma para la
lactona y ésta era facil de obtener en grandes cantidades (Fig. 4), se utiliz6 la misma como
modelo quimico.

OH (0]
PIDA
)OL —_— > )‘i
AL OH ;k o}
0 N o N
0 H
boc-tirosina Lactona 1

Figura 4. Esquema de sintesis de lactona 1 a partir de la oxidacion de N-Boc tirosina.
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Se probé solubilizar el compuesto con diferentes solventes, tales como acetonitrilo, buffer

fosfato, dimetil sulféxido (DMSO) y finalmente se logré preparar una solucién en metanol.

Con el fin de caracterizar el compuesto se realizaron espectros de absorcion, midiendo a A=
200-400 nm (Fig. 5A) para determinar la longitud de onda maxima a la cual absorbe la lactona
1, que resulté ser 229 nm. Posteriormente se realiz6 una curva de calibracién (Fig. 5B),
preparando diferentes concentraciones del compuesto en agua con 0.1% TFA y midiendo a 229
nmpara determinar el coeficiente de absortividad molar (¢) del compuesto, que resultd ser
11700 M*cm™, similar al que presenta el compuesto de referencia N-acetii HOCHDA glicil

metilester, 9700 Mcm™ (M. Moller, N. Porter, comunicacion personal).
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Figura 5. A. Espectros de absorbancia. La linea de base se realiz6 con agua con 0.1% TFA. B. Curva de calibracion
re':-llliza(lja midiendo la absorbancia a A= 229 nm de cada una de las muestras utilizadas en A, r2=0.992 y e= 11700
M~cm™.

3.1.2- Reaccién con dinitrofenilhidrazina (DNPH)

Se probaron diferentes condiciones de reaccién, en relacidon estequiométrica 1:1 se probaron
las concentraciones 2, 0.5 y 0.1 mM (de cada uno de los reactivos) y en relacion 2:1 (donde el
DNPH se encuentra en exceso respecto a la lactona) se probaron las concentraciones 4 mM de
DNPH con 2 mM de lactona.

En una primera instancia los productos de la reaccién entre DNPH y lactona 1 fueron
analizados mediante la realizacion de espectros de absorbancia (Fig. 6). En la misma se puede
observar que el DNPH en HCI presenta pico de absorcion aA= 322 nm. La formacion del
producto se observa para las muestras en las que ambos reactivos presentaban una

concentracion 2 mM, para estas el pico de absorbancia maxima se observa a A= 334
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nm.Probablemente a concentraciones menores la reaccion es mas lenta y habria que esperar

mas para ver la formacion de productos.

0.75+ |—Ibase
0.8 —— Ibase |——rel 1:12mM
—rel 1:1 2 mM |——DNPH 50 pM
—— DNPH 50 uM 0.604
0.6
3 8 045
— 0A4_ S—
] 1]
o el
< <
0.304
0.2+
0.154
0‘0 T T T T T T T
300 400 500 300 330 360 390
WL (nm) WL (nm)

Figura 6. Espectros de absorbancia de los productos de reaccion de L1 y DNPH, la linea de base se realiz6 con HCI

2My cada una de las muestras se llevéd a una concentracién 50 uM con HCI 2M.

Posteriormente se procedié al analisis de los productos obtenidos de la reaccion mediante
HPLC. A partir de los cromatogramas obtenidos (Fig. 7A) se puede decir que en condiciones
equimolares se forma un producto principal que atribuimos a la hidrazona H1 -formada como
producto entre la lactona y DNPH- mientras que en condiciones donde el DNPH se encuentra
en exceso, que serian las condiciones en que se usaria la reaccion generalmente, aparece un
pico nuevo que probablemente corresponda al producto de la hidrazina atacando la lactona
(H2). Los espectros de los picos se muestran en la Fig. 7B, donde se observa la diferenciacion
de los espectros de cada uno de los productos, H1 absorbe a 340 nm, mientras que H2 lo hace
a 346 nm. En la Fig. 7Cse muestran las dos estructuras posibles correspondientes a dichos

productos.
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Figura 7. A. Cromatogramas realizados por HPLC midiendo a A= 334 nm, de DNPH, lactona 1 y la reaccién donde
DNPH se encuentra en exceso B. Espectros de absorbancia de cada uno de los productos formados (H1 y H2) y de
cada uno de los reactivos (lactona 1 y DNPH) C. Esquema de reaccion entre L1 y DNPH con la formacién de H1 y

H2.

Esto indica que hay que tener cuidado con los resultados obtenidos con la lactona 1, porque

pueden ocurrir reacciones no relacionadas con la ciclohexadienona sino con el grupo lactona.
3.1.3- Reaccibn con acido tionitrobenzoico (TNB)

El TNB se obtuvo a partir de la reduccion del reactivo DTNB con exceso de ditiotreitol(DTT)

como se explica en materiales y métodos y se muestra en la Fig. 8.
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Figura 8. Esquema de reaccién de reduccion de DTNB con DTT para dar TNB.

El TNB sintetizado se hizo reaccionar con la lactona 1 y el analisis de los productos obtenidos
fue realizado mediante HPLC (Fig. 9). En el ensayo con relacion estquiométrica 1:1 de los
reactivos se puede visualizar la formacion de varios productos no identificados ademas de
DTNB y Boc-Tirosina. Por su parte, la formacién de DTNB se puede observar en las demas
condiciones, siendo este resultado inconsistente con lo obtenido a partir del ensayo previo de
glutatién con N-acetil HOCHDA alanina-metilester donde se observé la formacion del aducto
(M. Moller, N. Porter, comunicacién personal), indicando que ésta puede ser una reaccion
particular de la lactona, por lo que no estaria representando correctamente a nuestro

compuesto de interés: HOCHDA.
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—l1

2000 -

L1 DTNB

1000 4
oc-Tyr

O_—A—A—J\
12 14 16 18

Apog(MmAU)

t (min)

Figura9. Cromatograma midiendo a A= 228, de TNB, lactona 1 y reaccién de rel 1:1.

Este resultado junto con el obtenido a partir de la reaccion entre lactona 1 y DNPH nos llevo a
dejar de trabajar con este compuesto como modelo quimico de HOCHDA, ya que podrian estar
dandose reacciones entre los reactivos propuestos con el grupo lactona y no siendo tan
especifico para la deteccion de la ciclohexadienona. De este modo, nos propusimos optimizar
la sintesis de glicilFHOCHDA.
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3.2- Dipéptido glici-FHOCHDA
3.2.1- Preparacion de G-HOCHDA

La sintesis del derivado peptidico de HOCHDA se encuentra representada en la Fig. 10, en la
misma se observa como el residuo de tirosina del dipeptido GY se ve modificado por oxidacion
con oxigeno singulete a la formacion del hidroperoxido el cual se reduce con
dimetilsulfuro(DMS) a HOCHDA.

OH o 0
o HOO HO
o) 2 o DMS o
HN I A on = mn I A on TN I o
H 6 H oo H o

GY G-HPOCHDA G-HOCHDA

Figura 10. Esquema de sintesis de G-HOCHDA.

Como se detalla en materiales y métodos se probaron diferentes condiciones con el fin de
obtener una buena cantidad de producto y alto rendimiento.En una primera instancia, la
reaccion se realizé en buffer fosfato y se analizaron los productos de las diferentes etapas por
HPLC (Fig. 11). A t= 0 se esperaba observar Unicamente el dipeptido GY el cual absorbe a A=
275 nm, en el caso de la muestra a t= 8 h, correspondiente a la oxidacion se puede observar la
presencia de un pico pequefio correspondiente al alcohol generado por hidrdlisis, un pico
mayor correspondiente al hidroperéxido con absorbancia a A= 230 nm y un remanente del
dipéptido. Finalmente para el caso de la muestra reducida se observé que todo el hidroperéxido
se convirtié en el alcohol.

La purificacién del producto se hizo mediante HPLC, con deteccion UV con columna
semipreparativa y la cuantificacion se realiz6 midiendo la absorbancia de una de las muestras a
A= 227 nm. De esta forma se determina la concentracién de G-HOCHDA es de =180 uM.
Entonces, si bien esta purificacion lograba obtener el producto puro, el mismo se conseguia a
baja concentracién y en cantidades de microgramos.
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Figurall. Cromatograma midiendo a A= 230 nm, de la oxidacién de GY a t0, t= 8 h y la posterior reduccion con
DMS.

Finalmente invirtiendo mas tiempo en la optimizacién tanto de la sintesis como de la
purificacién se procedi6 a probar la reaccion de sintesis en agua deuterada. Se analizaron las
fracciones de cada etapa de sintesis por HPLC, observando un rendimiento de reduccion del
100%. La purificacién del producto se realizé6 mediante uso de cartuchos de extraccién en fase
soélida de C18. Todas las fracciones recolectadas se analizaron por HPLC donde se observé la

obtencion de un producto puro.

La cuantificacién del mismo se hizo midiendo a A= 227 nm, = 9700 Mcm™, de esta forma se
determiné la concentracion de dos fracciones una de 6.5 mM, y otra de 4.3 mM en cantidades

de 1 mg, lo que permite realizar varios experimentos.
3.2.2- Reaccion con DNPH

Para la reaccion entre G-HOCHDA y DNPH (Fig. 12A) se probaron tres condiciones: en
relacion equimolar, HOCHDA en exceso y DNPH en exceso. Los productos de reaccion fueron
analizados por HPLC (Fig. 12B) y los resultados obtenidos evidencian principalmente la
formacion de un Unico producto en las tres condiciones propuestas, sin embargo esto se
observa de manera mas clara en condiciones equimolares y cuando G-HOCHDA se encuentra
en exceso, como se muestra en la figura. En las condiciones cromatograficas utilizadas el
producto eluye muy cerca del DNPH pero al analizar sus espectros (Fig. 12C) se observa que
ambos absorben a diferentes longitudes de onda, el producto formado presenta un maximo de
absorbancia a 344 nm, similar al espectro de H1 obtenido en la reaccién de la lactona 1,

mientras que el maximo de absorbancia de DNPH es a 358 nm.
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Figural2. A. Esquema de reaccion entre el derivado G-HOCHDA y DNPH. B.Cromatograma midiendo a A= 334 nm,
de G-HOCHDA, DNPH y las reacciones en las proporciones indicadas.C. Espectros de absorbancia del producto H3
y de DNPH.

A partir de estos resultados nos planteamos optimizar la separacién entre el producto
observado y el DNPH remanente. Con este fin se propuso un cambio en el método de

separacion por HPLC modificando las fases méviles utilizadas en la cromatografia.

El resultado en esta oportunidad se muestra en la Fig. 13A, donde se puede observar una
buena separacién de los picos previamente observados en las dos condiciones analizadas
anteriormente. El producto eluye de manera mas temprana en el tiempo mientras que el DNPH
eluye después consistente con una mayor polaridad esperada para la hidrazona H3. Al analizar
los espectros de cada uno (Fig. 13B) se puede observar que el producto tiene pico maximo de
absorcion a 344 nm mientras que el segundo pico absorbe a 360 nm al igual que el DNPH.
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Figura 13. A. Cromatograma realizado midiendo a A= 344 nm de DNPH y productos de reaccién en las proporciones
indicadas. B. Espectros de absorbancia de los dos picos observados en A.

En comparacién a los resultados obtenidos con la reaccion entre L1 y DNPH, en esta
oportunidad no se observa la formacién de dos productos, ya que aquel derivado de la reaccion
con el grupo lactona no se estaria formando. Ademas, se puede decir que el producto formado
entre G-HOCHDA y DNPH, H3, presenta un espectro similar al producto H1 de la reaccién con
lactona 1, por lo que podemos decir que el mismo resulta del ataque del DNPH al carbonilo del

grupo ciclohexadienona de HOCHDA.

La reaccién entre DNPH y G-HOCHDA es interesante por varias razones. El DNPH se usa para
detectar carbonilos en proteinas en un método que puede ser colorimétrico o por inmunoblot
(oxyblot, *°). De hecho se observa el aumento de carbonilos proteicos en envejecimiento y en
diferentes patologias, como ser enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, artritis reumatoidea,

4042 | a formacién de estos carbonilos se

fallo renal crénico, cancer, diabetes, entre otras
atribuye a la oxidacion de proteinas por oxidantes fuertes, como ser radical hidroxilo o por
complejos oxo-metélicos **. Nuestros resultados muestran que una oxidacion mas suave, por
'0, o por radicales y superdxido también producen derivados de aminoacidos capaces de
reaccionar con DNPH. Esto abre la pregunta de cuanto de los productos carbonilos detectados

por oxyblot corresponden a HOCHDA relativos a otros productos mas avanzados de oxidacién.

Los resultados con DNPH son interesantes y prometedores y se seguirdn explorando en el
futuro, pero dada la menor selectividad hacia HOCHDA que los tioles, se decidid priorizar la

aplicacion de estos ultimos para la deteccion de HOCHDA.
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3.2.3- Reacciéon conTNB

La reaccion entre TNB y G-HOCHDA se examin6 en condiciones equimolares o en exceso de

tiol. Los productos obtenidos de la reaccion y algunos controles se analizaron por HPLC.

En el andlisis de los controles se pudo observar que el TNB se oxid6 tanto en su preparacion
en buffer fosfato como en agua ya que aparece el pico correspondiente al disulfuro, DTNB.
Ademas para el TNB en buffer se evidencia la presencia de contaminacion que en agua no se

observa atribuyendo la misma como contaminacion presente en el buffer (Fig. 14A).
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Figura 14. A. Cromatograma midiendo a A= 320 nm de los controles de TNB y las reacciones segun las
proporciones indicadas. B. Espectros de absorbancia de TNB, DTNB y el monoaducto C. Esquema de reaccion
entre G-HOCHDA y TNB.

El resultado observado para las reacciones (Fig. 14A) muestra que a diferencia de la lactona 1,
G-HOCHDA si forma aductos con TNB. Esto se evidencia por la desaparicion de G-HOCHDA y

la formacién de nuevos picos en el cromatograma que absorben a 320 nm.
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La generacion de mdltiples productos se da por la formacién de centros quirales por la reaccion
con TNB (Fig. 14C, *) y la formacion de diferentes diasteroisémeros (4 configuraciones para el
monoaducto). La cantidad de potenciales productos se duplica para los diaductos. Se pudo
evidenciar los picos de los monoaductos de TNB, pero no se evidencio claramente la formacion

de diaductos.

El uso de TNB como método de deteccion de derivados HOCHDA seria tedricamente un buen
candidato por su capacidad de ataque nuclecfilico a los sitios generados a partir de la
oxidacion. Sin embargo, por su pequefio tamafio presenta baja esteroselectividad pudiendo
llevar a la formacién de mudltiples diasteroisomeros. Ademas, el croméforo tiene una
absortividad relativamente baja y s6lo absorbe en el UV, una region muy sensible a
interferencias por otras moléculas biolégicas. Para aumentar significativamente la sensibilidad

se decidio probar otro tiol, el glutation, conjugado a una molécula fluorescente, fluoresceina.
3.3- Desarrollo de sonda fluorescente

Se espera que un tiol mas voluminoso presente mayores restricciones estéricas y sea mas
estereoselectivo que moléculas mas pequefias. Con este fin se preparé un derivado de
glutation conjugado a un grupo fluorescente, a una fluoresceina, mediante un enlace amida.
AUn si no resultan estereoselectivos, seran Utiles en el estudio de proteinas oxidadas que
contengan electréfilos y mas sensibles que el TNB.

En la sintesis de la sonda se hace reaccionar glutatiéon disulfuro(GSSG) con NHS-F y
posteriormente se redujo con DTT (Fig. 15).
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Figura 15. Esquema de sintesis de la sonda glutation-fluoresceina (F-GSH).

Los productos de cada etapa de la reaccién se analizaron por HPLC, con deteccion UV-Vis y
fluorescencia (Fig. 16). El pico de NHS-F se visualiza a los 10.2 min y los productos de
hidrdlisis a los 9.2 min. Cuando se agrega GSSG, el pico de NHS-F desaparece rapidamente
para dar un pico principal que eluye a 8.3 min. Luego de agregar DTT este pico desaparece y

aparece otro de igual intensidad a los 9 min. Este pico corresponde a F-GSH ya que fue

verificado por espectrometria de masa. El pico a 8.3 min debe corresponder a GSSG-F.
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Figura 16. A. Cromatograma midiendo a A= 228 nm, de NHS-F y de los productos de cada paso de reaccion de
sintesis de la sonda. B. Fluorescencia de cada uno de los productos de los pasos de reaccion, Aex= 495 nm y Aem=

520 nm.




Posteriormente se procedid a la purificacion de F-GSH con columna semipreparativa y método
isocratico. En la misma se obtuvieron 2 picos que presuntamente serian las formas oxidada y
reducida del producto. Se les realiz6 un analisis cromatografico con columna analitica y
gradiente de fase mavil y ambos picos presentaron el mismo tiempo de retencién y el mismo
espectro con pico maximo de absorbancia a 443 nm, por lo que se considera que los picos
podrian corresponder a isémeros ambos reducidos. El NHS-F utilizado es una mezcla de dos

isbmeros: éster de succinimidilo, 5- (y 6-)carboxifluoresceina (Instrucciones de fabricante).

La cuantificacién de cada fraccion se realizé mediante medicion de absorbancia a A= 495 nm,
donde NHS-F presenta un €= 70000 M*cm™. De esta forma se determina la concentracion de

cada una de las fracciones, 376 UM y 190 pM.

3.3.1- Reaccion entre F-GSH y G-HOCHDA

G-HOCHDA F-GSH monoaducto

Figura 17. Esquema de reaccion entre G-HOCHDA y la sonda F-GSH.

La reaccion entre F-GSH y G-HOCHDA (Fig. 17) se ensay6 en diferentes condiciones que se
detallan en materiales y métodos, y los productos de la misma fueron analizados por HPLC.
Esto permitié distinguir que para ambos isomeros de F-GSH el resultado es el mismo y la Unica
diferencia observable es la intensidad de fluorescencia debida a la diferencia de concentracion.
Se observé la formacion de cuatro picos que absorben a 450 nm (Fig. 18). Basados en el
cambio de en intensidades relativas de los diferentes picos, asignamos el pico que eluye a 8.4
min al monoaducto F-GS-G-HOCHDA, el que eluye a 9.2 min al diaducto F-GS-G-HOCHDA-
GS-F, y el que eluye a 9.5 al disulfuro ((F-GS),)
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Figura 18. Fluorescencia Aex= 450 nm, A= 520, de la reaccion entre la fraccion de F-GSH de mayor concentracion
(376 uM) y HOCHDA en exceso.

El desarrollo del reactivo fluorescente para la deteccion de HOCHDA fue muy productivo ya
gue resulta en un ensayo con buena sensibilidad y especificidad, resultando en la formacién de
un anico producto al hacerlo reaccionar con el dipéptido G-HOCHDA.En los estudios previos de
HOCHDA y HPOCHDA, su cuantificacion resulté muy complicada. En los primeros ensayos,
Winterbourn et al. utilizaron el ensayo FOX para cuantificar HPOCHDA %, un ensayo que se
sabe que tiene una respuesta variable dependiente de la estructura del hidroperdxido *. Luego
utilizaron cromatografia liquida acoplada a deteccién por espectrometria de masa para lograr
una cuantificacion relativa de HPOCHDA y HOCHDA, pero sin lograr una cuantificacion
absoluta®’. Mas recientemente Méller et al. logré cuantificar los productos por HPLC-UV
sintetizando los estandares, pero también se requeria una calibracion de concentraciones por
RMN?%'. Todos estos ensayos son bastante complicados, y pensamos que la sonda fluorescente
que desarrollamos va a facilitar de gran manera la deteccién de HOCHDA (y otros electrofilos)
en péptidos y proteinas, ya que en principio solo consiste en una incubacién con exceso de
sonda. Sin duda se necesitara confirmacion de la estructura por espectrometria de masa, pero
la fluoresceina provee un buen grupo fluoréforo y cromoféro que facilitara la cuantificacion.

La formacion de mayoritariamente un monoaducto como producto de la reaccion entre F-GSH y
G-HOCHDA, y la buena sensibilidad de deteccién, nos motivaron a usar este sistema para

detectar electrdfilos en proteinas.
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3.4- Ribonucleasa A

Uno de los objetivos planteados fue aplicar el método de deteccién en proteinas y para ello se
eligié la Ribonucleasa A como modelo. Es una proteina pequefa de 13.7 kDa y la eleccién de
la misma se bas6 en su composicién aminoacidica. Se destaca principalmente la presencia de
6 Tyr, 4 His y ausencia de Trp (Fig. 19). Estos tres aminoacidos pueden generar electrofilos
como productos de la oxidacion por *0,* **“®, En el caso de la RNasa entonces se espera la

formacion de residuos electrofilicos mayoritariamente de la tirosina pero también de la histidina.

KETAAAKFERQHMDSSTSAASSSNYCNQMMKSRNLTKDRCK
PVNTFVHESLADVQAVCSQKNVACKNGQTNCYQSKSTMSITD
CRETGSSKYPNCAYKTTQANKHIIVACEGNPYVPVHFDASYV

Figura 19. Estructura 3D y secuencia aminoacidica de la RNasa A bovina donde se muestra la posicion de las
tirosinas.

3.4.1- Reaccion entre F- GSH y RNasa

En una primera instancia se oxida con 'O.,a la RNasa para poder generar derivados
electrofilicos en Tyr y probablemente His.Posteriormente se hace reaccionar la RNasa oxidada
con la sonda fluorescente (F-GSH)con el fin de que se una a estos derivados y poder detectar

dichas modificaciones.

De la reaccién entre F-GSH y RNasa nativa y RNasa oxidada se separaron diferentes
fracciones (7 fracciones de 0.5 ml cada una) por gel filtracién. Dichas fracciones se analizaron
mediante espectros de absorbanciay se construyeron los cromatogramas correspondientes
(Fig. 20).

En el caso de la RNasa nativa (Fig. 20C) se puede observar que la absorbancia de la proteina
dada a 280 nm, eluye primero con un pico de concentracion a 1 ml y luego decrece. La sonda,

que absorbe a 495 nm eluye luego con un pico a vol> 3.5 ml. Se observa una pequefia
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contaminacién de sonda fluorescente en la fraccién proteica, ya que la columna resuelve pesos
moleculares entre 1000-5000 Da reteniendo de manera eficiente aquellas moléculas de PM<
1000 Da. Como la sonda utilizada pesa 665 Da, muy cercano al limite, puede que no se haya
retenido bien. Por otro lado, para el caso de la RNasa oxidada (Fig. 20D) se observa que la
sonda co-eluye con la proteina, y se observa un pico de Abs a 280 y 495 nm a 1 ml de elucién
lo que indica una union covalente entre RNasa oxidada y sonda. Luego decrecen ambas

absorbancias hasta 2 ml y vuelve a aumentar Abs a 495 nm por la elucién de la sonda libre.
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Figura 20. A. Espectros de absorbancia de las 7 fracciones colectadas de la purificacién de FGS-RNasa nativa B.
Espectros de absorbancia de las 7 fracciones colectadas de la purificacion de FGS-RNasa oxidada C. Gréafico de
absorbancia vs. volimen de elucién a A= 280 y 495 nm de la FGS-RNasa nativa D. Gréfico de absorbancia vs.
volumen de elucion a A= 280 y 495 nm de la FGS-RNasa oxidada.

Para la aplicacion de esta sonda en la deteccion de HOCHDA a un mayor niumero de muestras,
se comenz6 a optimizar el andlisis por electroforesis en gel y revelado de fluorescencia. Se
realizé el analisis por electroforésis variando las condiciones para mejorar la visualizacién del

aducto de Rnasa oxidada con F-GSH.El fin del revelado de los geles de dos maneras
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diferentes pretendia lograr por un lado, la visualizacion de las proteinas presentes en el gel
mediante la tincibn con Coomassie, mientras que el revelado de fluorescencia muestra

Unicamente la sefial de las muestras en las que se encuentre unida la sonda.

En general, en los geles tefiidos con coomassie se observd que la proteina nativa presenta un
peso molecular de aproximadamente 10 kDa, similar al peso esperado de 13.7 kDa (Fig. 21).
En todos los casos se observa una banda tenue de ~15 kDa por encima de la banda principal,
indicando que la ribonucleasa comercial tiene otra proteina contaminante (~5%).

La proteina oxidada con 'O, tiene una movilidad electroforética similar a la nativa y presenta
una banda de menor peso molecular que indica que parte de la proteina se fragmenta al ser

oxidada con 'O,.

Cuando se agrega la sonda fluorescente, la proteina nativa mantiene el mismo peffil
electroforético, mientras que la oxidada aumenta su movilidad electroforética, sugiriendo la
union de la sonda a la proteina oxidada, ya que la sonda aporta 4 cargas negativas que

provocaria el aumento de movilidad hacia el polo positivo.

La formacion del aducto de Michael es reversible, y la preparacién de la muestra tiene un paso
de reduccion con B-ME a alta temperatura que podria promover el intercambio de tioles y
provocar una disminucion en la cantidad de sonda unida. La formacion de estos aductos ha
sido estudiada por Nagy et al. quienes han demostrado mediante HPLC y espectroscopia de
masa la formacién de aductos de Michael entre derivados de oxidacion de Tyr en varios
péptidos (ej.: Tyr-Gly) con glutatién®. Este grupo también ha demostrado que los derivados de
tirosinas oxidadas presentes en proteinas, tales como mioglobina e insulina, pueden formar
aductos con GSH, siendo esta reaccion reversible y requiriendo un paso de reduccién para
estabilizar el aducto * *.Por ello se considerd necesario agregar NaBH, para reducir el
carbonilo y unir la sonda a la proteina de manera irreversible. En este caso se observa
fragmentacion de la proteina nativa y disminucion de la intensidad de la banda de la oxidada,

indicando fragmentacion.
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Figura 21. Gel de poliacrilamida 15% tefildo con Coomassie coloidal.

Cuando se estudi6 la fluorescencia de las proteinas separadas en geles se observo, tal como
se esperaba, la ausencia de fluorescencia para el marcador y la proteina nativa sin sonda.
Cuando se agrega la sonda ambas proteinas muestran sefial, aunque la de la proteina oxidada
siempre es mayor que la de la proteina nativa y se cree que ésta Ultima no estaria formando
una unién covalente dado que su movilidad electroforética no se ve modificada. En condiciones
no reductoras (Fig. 22A) al agregar NaBH, se ve un aumento de intensidad en las bandas de la
proteina oxidada ademas de su fragmentacion. Una posible causa seria que la muestra tratada
con dicho reactivo no se analiz6 de inmediato, sino que quedd unos dias en presencia de
sonda. Aungue se conservo a -20°C, se puede haber dado autoxidacion de tioles de la proteina
y de la sonda que llevasen a la formacién de disulfuros mixtos, resultando en el aumento de

sefial fluorescente para el caso de la proteina oxidada.

56



RNasa oxidad. - + - + - RNasa oxidad + - + -
RNasa nativa + - + - + RNasa nativa - + +
F-GSH MWM - + + + + F-GSH + + + +
NaBH4 - - - + + NaBH4 - - + +
B-Mercaptoetanol + - - - - B-Mercaptoetanol + + + +

RNasa oxidada - %+ N + RNasa oxidada = * = +
RNasa nativa + + -

RNasa nativa + - + =
F-GSH + = 5 = F-GSH ¥ + P =
NaBH4 2 " + -
NaBH4 s + = = : = ! t
B-Mercaptoetanol + & + + oG . : * :
' . . B-Mercaptoetanol % B

| —

‘ -

Figura 22. Geles de poliacrilamida 15% con revelado de fluorescencia por G-box.

Cuando se agreg6 B-ME (Fig. 22B), no se logro6 eliminar completamente la sefial de la proteina
nativa, pero si disminuyé la sefial de la proteina oxidada tratada con NaBH,, indicando que la
fuerte sefial se debia a la formacién de disulfuros mixtos y que siempre se debe realizar este

andlisis en condiciones reductoras.

Posteriormente se intenté aumentar la sefial lavando el gel con buffer bicarbonato de sodio 50
mM, pH 8.5 (Fig. 22C). Si bien se logra aumentar la sefial de las proteinas, y se sigue
observando que la sefal para la proteina oxidada es mayor que para la nativa, también se
observa un aumento de la sefial en todo el gel, sugiriendo que la sonda F-GSH esta
reaccionando con acrilamida del gel.Considerando que la sefial que se observa en la proteina
se puede deber a la formacién de disulfuros mixtos entre F-GSH y RNasa, o incluso debido a

reacciones de F-GSH con acrilamida del gel, se decidié pre-reducir las muestras con DTT y
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luego bloquear los tioles libres con iodoacetamida (IAM) para evitar la re-formacién de

disulfuros mixtos.

Como se observa en la Fig. 22D, si bien este tratamiento logra disminuir la sefial de la proteina
nativa mientras que prevalece la sefial de la proteina oxidada, no se logra evitar
completamente la sefial de la proteina nativa. Ademas aparecen bandas altamente

fluorescentes de muy bajo peso molecular que todavia no hemos identificado.

La sefial fluorescente que se observa en la proteina nativa no parece deberse a una interaccion
covalente entre sonda y proteina, ya que no se observan cambios en la movilidad
electroforética de la proteina. Estas sefiales parecen deberse al exceso de sonda libre, por lo
gue se plantea en el futuro optimizar la separacién del exceso de sonda libre de la proteina
antes de realizar el gel. Para facilitar el tratamiento de muchas muestras a la vez nos
proponemos explorar precipitacion de la proteina por solventes, como acetona o metanol.

Esperamos de esta manera disminuir aln mas la sefial de la proteina nativa, idealmente a cero.

Nuestro método pretende lograr la deteccion de modificaciones oxidativas en un amplio nimero
de muestras mediante el analisis por gel de electroforesis y revelado de fluorescencia.Por su
parte, Das et al. han analizado la formacion de aductos entre insulina tratada con superoéxido y
GSH. En su método digieren la proteina con un sistema enzimatico y el andlisis lo hacen por
espectrometria de masa, pudiendo obtener detalle de la localizacion del residuo modificado **.
Sin embargo, esta metodologia resulta compleja, costosa y complica la cuantificacion. Nuestro
procedimiento, en cambio, resulta mucho mas ameno, mas robusto y probablemente con una
sensibilidad similar. Eventualmente también se podrian obtener datos de localizacién de los

residuos modificados por espectrometria de masa.



4- Conclusiones

La oxidacion de tirosina por 'O, lleva a la formacién de derivadoselectrofilicos que luego de un
paso de reducciéon forman hidroxi-oxociclohexadienona (HOCHDA). Este derivado fue
generado en una primera instancia en N-Boc tirosina, la cual se oxidé a su lactona
correspondiente. Esta nos permitia trabajar con grandes cantidades de producto y dado a la
presencia del grupo ciclohexadienona pretendiamos fuese representativo de HOCHDA. Las
reacciones de lactona 1 tanto con DNPH como con TNB mostraron que si bien el grupo
ciclohexadienona participa de las reacciones también se daban reacciones particulares del
grupo lactona, por lo que este modelo se descarté.

Por otro lado se genero el derivado HOCHDA en el dipéptido GY en cantidades suficientes para
desarrollar varios ensayos. Al hacer reaccionar G-HOCHDA con TNB se pudo detectar la
formacion de diasteroisomeros de monoaductos lo que complica utilizar esta reaccion con fines
analiticos pero podria usarse para la deteccién de la modificaciéon en proteinas. La formacion
de un solo producto entre G-HOCHDA y DNPH sugiere que también podria usarse DNPH con
fines cualitativos, aunque habria que tener presente la capacidad de DNPH de reaccionar
conotros carbonilos generados por oxidacion en proteinas (catalizada por metales).

El problema con estos reactivos es la baja sensibilidad con la que permitian la deteccion por lo
gue nos propusimos desarrollar un reactivo fluorescente, una sonda que consiste en la union
de un glutation a una fluoresceina (F-GSH) mediante un enlace amida. Dicha sonda, al
presentar mayor coeficiente de absortividad, aument6 la sensibilidad parala deteccién de
HOCHDA. Cuando se hizo reaccionar con G-HOCHDA se comprob6 por HPLC la formacién de
un producto mayoritario correspondiente al monoaducto: F-GS-G-HOCHDA. Esto nos motivé a
probar la reaccién entre la sonda y RNasa para la visualizacion directa de residuos
electrofilicos utilizando gel de electroforesis y escaner de fluorescencia. Tanto la proteina
oxidada como la nativa mostraron sefial fluorescente, aunque la de la oxidada en todas las
condiciones fue de mayor intensidad. Los resultados obtenidos sugieren que la RNasa oxidada
se estaria uniendo de manera covalente a F-GSH, mientras que la sefial de la nativa se estima
se deba a un exceso de sonda libre que no hemos logrado separar.

Como proyecciones nos hemos planteado optimizar la deteccidon de residuos electrofilicos
generados por oxidacidon en proteinas mediante el uso de la sonda generada, ya sea
mejorando el proceso de separacion de la RNasa del exceso de sonda, o por la seleccién de

otra proteina de mayor tamafio que facilite dicha separacion.
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