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Figura 19. Determinacidn de ks para la inhibicion de la actividad POX en PGHS-2. Se muestran resultados
representativos para PGHS inhibida con NO,AA (A) 0.2 uM y (B) 1 uM. A partir de los datos primarios de
TMPD,, para tiempos de preincubacién con concentraciones crecientes de NO,AA crecientes (inserto)
calculamos la actividad especifica POX (velocidad inicial, 30 segundos) y representamos graficamente la
actividad POX remanente para tiempos de preincubacion crecientes. Ajustamos los datos a una exponencial
de orden 1 para obtener los valores de kops. Los resultados corresponden a los promedios = S.D., de

experimentos al menos triplicados.
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Tabla 2. Parametros cinéticos de inhibicién para PGHS-1y 2

Parametro Cinético PGHS-1 PGHS-2
K3 (Kinact) 4.5x107% s 5.7x107 s™
Ks 8.4x10" s 7.2x1073 s™
Ki 1.02 uM 1.76 uM
KPP 0.019 pM 0.20 puM
Eficiencia (Kinact/Ki) 4.4x104 M 's™ 3.2x104 M's™?

parametros cinéticos que se resumen en la tabla 2. El analisis de los parametros cinéticos
dio mucha informacidn respecto a la interaccion PGHS-NO,AA:

i) La interaccion PGHS-NO,AA corresponde a un modelo de isomerizacion enzimatica
(modelo iii, Esquema 2). k; (ko) tuvo un valor 1 orden de magnitud menor a k3 (kon),
indicando que el NO,AA es un inhibidor virtualmente irreversible de PGHS: la unidn
reversible que se establece inicialmente (representada por K;) esta seguida por un evento
virtualmente irreversible (K, ") (Esquema 3). K; ** se define como la concentracién
aparente de inhibidor necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad maxima de
inactivacion. Es importante destacar que las modificaciones covalentes responden al
modelo iv en el esquema 2, donde el valor de k, es nulo [184].

ii) En ambas isoformas de la enzima Ki*app<<Ki, demostrando que el paso limitante en la
inhibicion  corresponde al segundo

Esquema 3. Modelo de “isomerizacion enzimatica”.
equlibrio, donde la enzima sufre una

K [1] Ky . modificacidn por parte del inhibidor para
E+1 ‘—k "k S formar E*| [184].
4
2 iii) Los graficos del doble reciproco 1/kgps

vs 1/[NO,AA] (Figura 20, insertos)
Kops = Kq + [l / K; + [1])] mostraron una relacién lineal con una
Kops = Ko [(1 + (7K 2P)) /(1 + [/ K))] interseccién en el eje de las y mayor a
cero, confirmando una inhibicidn
irreversible.

iv) La potencia de la inhibicidn, estimada por ki,.../Ki, €s levemente mayor para la isoforma
constitutiva, aunque mostrd la misma velocidad maxima de inhibicién (ks;) y afinidad (como

indica K, ") para PGHS-1y 2.
v) Algunos de los inhibidores mas representativos de PGHS siguen a grandes rasgos este
modelo cinético de inhibicién (ej. indometacina, flurbiprofeno, otros AINES con su carboxilo
libre), y también muestran un valor de k, lo suficientemente bajo como para considerarlos

virtualmente irreversibles [140].
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Figura 20. Determinacion del modelo cinético de inhibicidn. NO,AA inhibié la actividad POX de (A) PGHS-1y
(B) PGHS-2 con una relacién hiperbdlica entre kops y la concentracion de NO,AA, caracteristico de inhibidores
tiempo-dependientes lentos que actlan en dos pasos. El mejor ajuste de los datos fue obtenido para las
ecuaciones del modelo de inhibicién (iii) en el Esquema 3 (“isomerizacién enzimatica”). Los graficos doble
reciproco que se muestran en el inserto confirman una inhibicién en dos pasos e interseccionan el eje de las
y en valores mayores a cero, de acuerdo con una inhibicidn irreversible. Los resultados corresponden a los

promedios = S.D.

En definitiva el NO,AA inhibio la actividad POX en PGHS-1 y 2 manera dosis- y
tiempo- dependiente siguiendo un mecanismo en dos pasos de “isomerizacion enzimatica”
irreversible, con una potencia de inhibicion comparable o mayor a la de los AINES [98,

140, 141, 185].
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5.2.2 Evaluacidon de NO,AA como potencial sustrato de PGHS

Aunque el estudio cinético no lo sugirié, debimos descartar que el NO,AA
representara un sustrato no productivo para la actividad COX (su analogia estructural con el
sustrato natural lo hacia probable) o POX. Cuando incubamos NO,AA con PGHS-1 en
ausencia de sustrato no hubo consumo de O, (actividad COX) ni oxidacion de TMPD
(actividad POX) (Figura 21A).

Si el NO,AA actuara como co-sustrato reductor durante el ciclo catalitico POX, podria
establecer una competencia por el compuesto | y Il con el TMPD inhibiendo la actividad POX
de manera artefactual. Para estudiar esta posibilidad monitoreamos por el ensayo de FOX
(ferrous ion  oxidation xylenol orange) la reduccion de acido  15-
hidroperoxieicosatetraenoico (15-HpETE) a 4cido 15- hidroxieicosatetraenoico (15-HETE)
catalizada por la actividad POX de PGHS-1 utilizando fenol como co-sustrato reductor. En
presencia de fenol, el NO,AA inhibié la actividad POX con una potencia similar a la
determinada por el ensayo del TMPD, mientras que sin fenol no observamos formacién de
15-HETE en ausencia o presencia de NO,AA (Figura 21B).

A continuacién evaluamos si la inhibicion observada se debia a la formacién de
especies derivadas de la descomposiciéon del nitroalqgueno en el medio acuoso de la
reaccion durante la preincubacion con la enzima. Incubamos NO,AA en buffer en presencia
0 ausencia de PGHS-1, y realizamos una extraccion lipidica de las muestras para analizar por
HPLC la formacién de nuevos productos. No observamos formacion de productos
secundarios cuando el NO,AA se incubé con la enzima (Figura 21C). La disminucién de un 30
% de NO,AA (respecto al control en metanol) en presencia y ausencia de PGHS se debe a la
descomposicion acuosa del nitroalqueno [70, 71] (Figura 21C). Ademds, cuando el NO,AA
se descompuso previamente en buffer no tuvo ningun efecto sobre la actividad POX de
PGHS-1, confirmando que ni el NO,AA ni los productos derivados de la descomposicion de
NO,AA son sustratos de PGHS (Figura 21D).

5.2.3 Efecto de NO,AA sobre el grupo hemo de PGHS

En el afo 2008, E.E. Kelley et al. reportaron que el NO,OA inactiva a la enzima xantina
oxido-reductasa (XOR); si bien no lo confirmaron, sugirieron que el grupo molibdeno (critico
para la actividad de la enzima) era el blanco de accién del nitroalqueno [186]. PGHS
también cuenta con un centro metdlico (hemo, o Fe**-PPIX) que es critico para ambas
actividades enzimaticas por lo cual era posible que una alteracién del grupo hemo fuera el
origen de los efectos observados. Al realizar espectros en el visible de hPGHS
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Figura 21. Rol de NO,AA como sustrato de PGHS. (A) Incubamos PGHS-1 con NO,AA en presencia u ausencia
de sustratos y determinamos actividades COX y POX. El pequefio consumo de O, cuando se agrega NO,AA en
ausencia de AA se debe al vehiculo (metanol) y el cambio en la temperatura. (B) Para determinar si NO,AA
puede actuar como co-sustrato reductor compitiendo con TMPD, evaluamos la actividad POX por el ensayo
de FOX siguiendo la reduccion de 12-HpETE en presencia u ausencia de fenol. Los datos corresponden a los
promedios * S.D., n=3, de triplicados. (C) Para evaluar la formacion de productos secundarios derivados de
NO,AA durante la preincubaciéon con PGHS, incubamos al nitroalqueno en buffer, metanol, o con PGHS, se
realizé una extraccion orgdnica y los productos obtenidos fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la
figura, no se obtuvieron nuevos productos por la accidén de la enzima sobre el NO,AA (D) EI NO,AA
descompuesto en solucion amortiguadora (fosfato de sodio, 50 mM, pH 7.4) a 4 °C por 15 horas no inhibid a

PGHS.

HH
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Figura 22. Efecto de NO,AA sobre el grupo hemo en hPGHS. (A) Espectro de hPGHS-1 preincubada con
NO,AA (10x); el maximo de absorbancia de la banda de Soret para el hemo (411nm) sufrié una drastica
disminucién, apoyando la idea de que el grupo hemo es modificado o desplazado de la proteina. (B) La
disminucién en concentracién de hemo unido a PGHS fue determinada por el método cuantitativo de piridina
hemocromo. El hemocromdégeno de piridina se estimé en 4.5 y 2.3 uM para PGHS tratada con vehiculo y
NO,AA (10x), respectivamente. (C) Registro cinético de los cambios en el maximo de absorbancia del hemo
por agregado de NO,AA (30x) a una solucién de PGHS-1 o PGHS-2.
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preincubada con NO,AA observamos una disminuciéon muy significativa en la banda de
Soret, regién de maxima absorbancia del grupo hemo (Figura 22A). Lo confirmamos
utilizando el método de piridina hemocromo, clasico en las determinaciones de
concentracion de hemo [163]. El cromdéforo de piridina disminuyé de 4.5 uM en la enzima
no tratada a 2.3 pM en la enzima tratada con NO,AA (Figura 22B), confirmando que el
NO,AA indujo un desplazamiento del hemo desde su sitio de unidn. En el registro cinético
de absorbancia a 411 nm, la adicién de NO,AA a una suspensiéon de hPGHS-1 o 2
desencadend una caida importante en la absorbancia (Figura 22C), que fue mas
pronunciada para PGHS-1.

A continuacion estudiamos los efectos de NO,AA sobre la incorporacién de hemo a
aPGHS. Para estudiar por espectrofotometria la incorporacién de hemo a la proteina,
aPGHS-1 se preincubd con inhibidor por 10 minutos, se ultracentrifugd para retirar el
exceso de inhibidor, y se reconstituyd con 0.5 equivalentes de hemo. El tratamiento de
aPGHS-1 con NO,AA redujo aproximadamente cuatro veces la cantidad de hemo que se
incorporo eficientemente a su sitio de unién en la proteina; consecuentemente, la enzima
perdid la actividad enzimdtica (Tabla 3). Utilizamos como control negativo a la droga
indometacina, un AINE que inhibe la actividad COX de PGHS de manera no selectiva, tras
bloquear el canal de entrada al sitio activo COX [143]. El tratamiento de aPGHS-1 con
indometacina no alterd la incorporacion de hemo a la proteina y tampoco alterd la actividad
POX (Tabla 3). En la figura 23 se muestra la titulaciéon con hemo de aPGHS-1 preincubada
con NO,AA. El nitroalqueno disminuyé de manera dosis-dependiente la incorporacion de
hemo a aPGHS, confirmando los resultados de la tabla 3.

Cuando utilizamos ditionito para reducir el hemo en hPGHS desde Fe**-PPIX a Fe?*-
PPIX, que establece una interaccion penta-coordinada con la enzima [98, 113], sus

Condicion Actividad POX Actividad COX Abs280/Abs411
(umol TMPDox/min/mg prot) (Mol O2/min/mg yrot)
Control 27.44 +£1.00 71.98 + 0.086 0.97
+ NO,AA 1.08+0.14 0 431
+indometacina 24.00 + 0.44 ND 1.20

Tabla 3. NO,AA inhibe la actividad enzimatica por desplazamiento del grupo hemo. aPGHS (3.5 uM) se
incubd con vehiculo o inhibidor (1 mM) por 10 minutos. El exceso de inhibidor se eliminé por filtrado, se
reconstituyé aPGHS a hPGHS con hemo y se determinaron las actividades POX y COX, y la eficiencia de union
del hemo (Abs,go/Abssi1). En todos los casos se corrigieron los valores por dilucidn. La indometacina no alteré
la unién del hemo a PGHS, ni inhibié la actividad POX. NO,AA redujo aproximadamente 4 veces la unién de

hemo a aPGHS e inactivd a la enzima.
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Figura 23. Efecto de NO,AA sobre la unién de hemo a aPGHS. Para estudiar si NO,AA también afecta la
unién normal de hemo a aPGHS realizamos titulaciones de pPGHS (2 UM) con alicuotas de hemo (0.2 eq), vy
registramos los cambios de absorbancia a 411 nm. El NO,AA inhibié de manera dosis-dependiente la
incorporacion de hemo a su sitio de unién en PGHS-1y 2 . Se muestra el resultado representativo de PGHS-1.

Los datos corresponden al promedio de experimentos por triplicado.

Fe”-PPIX-PGHS1 + NO AA (10x)
2,104 Fe*-PPIX

Absorbancia

T T T T T
400 425 450 475 500 525
A (nm)

Figura 24. Efecto de NO,AA sobre Fe?*-PPIX-PGHS. La reduccién de hemo férrico a hemo ferroso (con
ditionite) se utilizé como herramienta para confirmar la liberacion del hemo desde PGHS por NO,AA. Para
ello se realizaron espectros en el tiempo (0-60 min) observandose que el espectro de Fe**-PPIX unido a la
proteina (—) es marcadamente diferente al espectro de Fe”*-PPIX libre en solucién (---).

58



propiedades espectroscopicas cambiaron facilitando diferenciar el hemo que se encuentra
unido a la proteina del hemo en solucién acuosa. Agregamos NO,AA a una muestra de Fe?*-
PPIX-PGHS-1 y seguimos los cambios espectrales de la muestra en condiciones cuasi
anaerdbicas (controlamos que no hubiera oxidacién hacia Fe**-PPIX durante el tiempo del
experimento), observandose una disminucién en el maximo de absorbancia del croméforoy
un cambio gradual del espectro desde el caracteristico para Fe’*-PPIX-PGHS-1 hacia el
caracteristico para Fe**-PPIX libre en solucién (Figura 24).

El NO,AA alterd la unién de hemo tanto en holo- como en apo- PGHS sugiriendo que
la interaccion NO,AA-PGHS se establece con la proteina y no con el grupo hemo. Para
confirmarlo analizamos por el método de piridina hemocromo al hemo en solucién tratado
con vehiculo o con NO,AA, sin observarse cambios entre ambas condiciones (Figura 25,
comparar con Figura 22B). También evaluamos por ESI MS los cambios en hemo libre por
incubacion con NO,AA, y no encontramos ninguna diferencia que apoyara una modificacion
covalente del hemo (no se muestra).

—Fe3*-pPPIX
1,0- ——Fe3*-PPIX + NO,AA

Absorbancia

T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 25. Modificacidn directa del hemo por NO,AA. El ensayo de piridina hemocromo no mostré ninguna
diferencia entre el hemo (10 uM) libre (en negro) en amortiguador fosfato de sodio, 50 mM, pH 7.4, y el
hemo tratado por 10 minutos con NO,AA (50 uM) (en rojo).

Todos estos resultados muestran que la inhibicion de PGHS-1 y 2 responde a una
incapacidad de la enzima tratada con NO,AA de unir de manera productiva a su grupo
hemo, critico para ambas actividades. Para confirmar la irreversibilidad de la inhibicién que
predecia la caracterizacion cinética, evaluamos por espectrofotometria y por
determinaciones cinéticas la capacidad de PGHS-2 tratada con NO,AA de reincorporar el
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grupo hemo. PGHS-2 no recuperd la actividad POX perdida luego de una preincubacion

holoPGHS2 + vehiculo / NO,AA (10x) , 15 min ——> + hemina, 4 h
(i) (ii) (iii)
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Figura 26. Reversibilidad de la inhibicion de PGHS por NO,AA. hPGHS se preincubd con NO,AA (10X) por
15 minutos y se filtré para eliminar el exceso de inhibidor y el hemo liberado. A continuacion, la enzima
tratada con vehiculo (i) o NO,AA (ii) se incubd con 1 eq de hemo a 4 °C durante un tiempo prolongado
(4h). (A) El tratamiento de PGHS con NO,AA (ii) redujo la actividad POX respecto a la muestra control (i).
La inhibicién fue irreversible incluso cuando la enzima inhibida se incubd con hemo por tiempos
prolongados (iii). Los datos corresponden al promedio = S.D., n=3, de experimentos duplicados. (B)
Espectros UV-vis de cada condicidn mostraron que el NO,AA induce una disminucion importante del
contenido de hemo en hPGHS (ii), pero la re-reconstitucién por incubacién con hemo en periodos largos
es efectiva (iii), aunque no se recupere la actividad enzimatica.

prolongada (4 horas) con hemo (Figura 26A). Sin embargo, si fue capaz de reincorporar el

hemo tras las 4 horas de preincubacion (Figura 26B). Una exposicidon prolongada a hemo fue

capaz de revertir la interaccion NO,AA-PGHS a pesar de que la enzima permanecio en una

forma no productiva, sugerente de una modificacion de tipo no covalente.
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5.3 Estudio de los determinantes estructurales en la interaccion PGHS-
NO,AA

El mecanismo de inhibicion dependiente de la salida del grupo hemo ajusta
perfectamente al modelo cinético de “isomerizacion enzimatica” (Figura 27): La reaccion de
NO,AA con PGHS lleva a la formacidn inicial de un complejo E-I. En el segundo paso
(limitante) de la inhibicidon el complejo E-I pierde el grupo hemo, generando una forma
inactiva de la enzima (E*I). EIl NO,AA no reacciond con el hemo, sino que modificé su
entorno de unidn con la proteina, o bien interacciond con una region diferente pero
induciendo un cambio conformacional que impidio la reincorporacién productiva del hemo.

b GIRES
/ i ks

Figura 27. Mecanismo de inhibicion de PGHS. El NO,AA inhibe a PGHS-1 y 2 en un mecanismo tiempo-
dependiente de “isomerizacidn enzimdtica”, donde establece una primer interaccién con PGHS seguido por
una segunda reaccion limitante: el desplazamiento del grupo hemo dando lugar al complejo inactivo E*I.

La caracterizacion cinética mostrd que el NO,AA establece una interaccidon de tipo
muy fuerte con ambas isoformas de la enzima, pero fue sugerente (junto con los resultados
en la figura 26) de una modificacién no covalente. Sin embargo, la cinética no es una
herramienta que proporcione resultados concluyentes respecto a la naturaleza (idnica,
hidrofébica, covalente, etc) o sobre el sitio donde ocurren las interacciones. Ademas, la
mayoria de los efectos bioldgicos de nitroalquenos se asocian a su electrofilicidad y a la
regulacidn de proteinas por modificacion covalente de residuos nucleofilicos como cisteina
o histidina (nitroalquilaciéon) [67, 68]. El grupo hemo en PGHS se une no covalentemente en
una region de la proteina relativamente expuesta al solvente, comprendida dentro del sitio
activo POX [98]. El ligando proximal al hemo es la H388, que establece la 5ta posicién de
coordinacion por enlace de su N& del anillo imidazol con el atomo de hierro. A su vez, la
H388 establece un enlace de hidrégeno con la H386. Ambos residuos de histidina son claves
para la union productiva del hemo a PGHS, y para su actividad enzimatica [98, 187, 188]. La
H207, ubicada aproximadamente a 5 A del hierro, también es critica para la actividad POX y
la estabilidad del grupo hemo [98, 99, 188, 189]. La 6ta posicion de coordinacidén esta
ocupada por una molécula de agua [113, 190]. Por lo expuesto anteriormente, este
ambiente se presenta muy propicio para una modificacion covalente por NO,AA. En la
figura 28 se muestra la estructura cristalografica de PGHS y se sefialan los posibles blancos
de nitroalquilacion por NO,AA.
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Figura 28. Residuos nucleofilicos criticos para la actividad PGHS. La enzima contiene numerosos residuos
nucleofilicos de cisteina e histidina. Sefialamos los residuos criticos para la actividad en la tabla (negro) y en
la estructura cristalografica (PDB 1DIY). Cisteina (rosado), histidina (naranja), hemo (rojo), AA (amarillo).

Para dilucidar el sitio de interaccién entre PGHS y NO,AA, y los aspectos estructurales
de la misma, recurrimos a una serie de herramientas bioquimicas, cinéticas, protedmicas y
computacionales que discutimos a continuacion.

5.3.1 Interaccion con el sitio activo COX

Los residuos H274 a Q284 en PGHS constituyen un loop peptidico que es sensible a la
protedlisis limitada por tripsina (en la posicién R277) en la apo-enzima, pero no en la holo-
enzima o en la apo-enzima unida a AINES [164]. Realizamos el ensayo de protecciéon por
tripsina utilizando indometacina como control positivo de proteccién para estudiar si el
NO,AA comparte esta caracteristica con los AINES. Como esperabamos, aPGHS tratada con
tripsina se clivd generando dos fragmentos de menor peso molecular, y la unién de
indometacina al sitio activo COX protegié a la proteina (Figura 29). La preincubacion con
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NO,AA no protegio de la protedlisis por

2
& . . . .z
& tripsina, mostrando que la interaccion PHGS-
& N . . iy
6{5’ bo@ os;v Gz‘? NO,AA es diferente a la interaccion PGHS-
& .
& & 2 & AINES (Figura 29).
70 kDa —»E‘—- - S
- i A continuacioén realizamos un ensayo de
competencia con indometacina por Ia
38kDa — o . N . .
33kDa — ocupacion del sitio activo COX. Preincubamos

PGHS-1 o 2 preincubadas con concentraciones
Figura 29. Protecciéon de la protedlisis por saturantes de indometacina para bloquear el

tripsina. La protedlisis limitada por tripsina  3cceso al canal hidrofébico, y a continuacion

cliva a aPGHS en el residuo Arg277 generando tratamos a la enzima con NO,AA. El efecto del

dos fragmentos de 38 y 33 kDa. El hemo en

nitroalqueno fue idéntico en presencia o
hPGHS asi como el tratamiento con AINES q f p

inducen un cambio conformacional que ausencia de indometacina saturante,
protegi6 a la enzima de la protedlisis mostrando que el NO,AA no se une al sitio
[Kalgutkar et al., 1996, Biochemistry, Vol. 35].  activo COX (Figura 30A). También realizamos
Sin embargo, 'y a diferencia de la y,, ensayo de competencia cinética evaluando
indometacina, el tratamiento con NOAA no la inhibicion dosis-dependiente por NO,AA del
consumo de O, para una serie de
concentraciones de AA, demostrando que no

hay competencia entre el sustrato COX y el NO,AA (Figura 30B).

protegi6 a PGHS-1 de Ila protedlisis por
tripsina.

5.3.2 Inhibicion de mutantes de PGHS-2 en residuos criticos para la uniéon al hemo
y la unién a AINES

A pesar de la gran similitud estructural entre el inhibidor y el sustrato natural de la
enzima, los resultados en las Figuras 29 y 30 indican que la interaccidn se establece en una
region de la proteina diferente al sitio COX. Ademas, la caracterizacién cinética se adapta
mejor a un inhibidor de unién fuerte pero no covalente, y la alteracidon en el grupo hemo de
aPGHS y hPGHS hace pensar en el sitio activo POX como posible blanco de NO,AA. Con el fin
de aclarar estos aspectos, y en el marco de una pasantia en el laboratorio del Dr. L.J.
Marnett en la Universidad de Vanderbilt, EEUU, expresamos y purificamos PGHS-2 nativa y
mutada en residuos puntualmente involucrados en la unién a AINES, la estabilidad del
grupo hemo, y la actividad enzimatica. Los mutantes fueron generados en un sistema
eucariota de insecto/baculovirus que permitid la obtencién de enzima con un indice de
rendimiento y pureza variable (muy alto para la enzima nativa y las mutantes en el sitio
COX, y menor a bajo para las mutantes en el sitio POX). La actividad enzimatica se
determind por el ensayo descripto antes de LC MS/MS siguiendo la formacion de PGE,, y la
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Figura 30. Unidn de NO,AA al sitio activo COX. (A) Realizamos un ensayo farmacolégico de saturacion del
sitio COX, preincubando PGHS con indometacina (200 uM) para bloquear la entrada al sitio. Cuando el
ensayo se realizé en presencia de NO,AA se observd una inhibicidon de PGHS independientemente de que el
sitio COX se encuentre bloqueado. Los datos corresponden al promedio = S.D., n=3, de experimentos
triplicados. * p < 0.05 respecto a la condicién con indometacina sin NO,AA. (B) Ensayo de competencia
cinética donde evaluamos la actividad COX (por oximetria) en presencia de concentraciones crecientes de
inhibidor, a una concentracion fija de AA. El resultado, representativo de 3 experimentos, muestra que el
AA 'y el NO,AA no compiten por el sitio COX.

actividad POX se determind por el ensayo del TMPD. Para las mutantes que mostraron una
actividad residual se ajustaron las condiciones de reaccidon (mayor concentracion de enzima
y/o sustrato, mayor tiempo de reaccion, etc) para obtener una actividad de al menos 10%
con respecto a la enzima nativa (para la mutante en H388 no pudo detectarse actividad POX
por el ensayo del TMPD) (Tabla 4). Luego evaluamos el efecto de NO,AA sobre las actividad
total y POX de las mutantes generadas; en cada caso la inhibicion se expresa como
porcentaje, considerando el 100% como la actividad de cada una de las enzimas en ausencia
del inhibidor (no respecto a la proteina nativa).
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5.3.2.1 Mutantes en el sitio de union a AINES (COX)

El sitio activo COX yace opuesto al hemo desde el sitio POX, en el extremo de un
canal hidrofdbico con forma de “L” que atraviesa la proteina desde el dominio de unién a
membrana hacia el dominio catalitico. La boca de este canal consiste en el “lobby”, que
cuenta con un gran volumen y se estrecha gradualmente hacia un anillo responsable del
paso de sustratos [98]. R120 y Y355 constituyen el anillo y la mayoria de las drogas
descriptas son efectivas Unicamente cuando estos residuos estan intactos [98]. El residuo de
S530 esta involucrado en la orientacién invertida que algunas drogas como el diclofenac
adoptan en su sitio de unidn, y es el blanco para la acetilacién por AAS, Unico inhibidor
covalente descripto para PGHS [140]. Los residuos S530, R120 y Y355 no son criticos para la
union de AA ni para la actividad enzimatica [159], y en congruencia las actividades
especificas de estas mutantes fueron comparables a la de la enzima nativa, mientras que
algunas mutantes mostraron una modesta reduccién en la actividad POX, indicando que las
mutaciones introducidas no provocaron perturbaciones estructurales o funcionales
importantes (Tabla 4). El NO,AA inhibio la actividad de las mutantes en el sitio COX con
una potencia y un grado de inhibicion comparables a la wt-PGHS-2 (nativa) (75 a 85%
inhibicion) (Figura 31), demostrando que, a diferencia de las drogas previamente
reportadas por la literatura, el mecanismo de inhibicion de NO,AA no involucra al sitio
COX de PGHS.

Tabla 4. Actividad especifica en mutantes de PGHS-2

ACTIVIDAD ESPECIFICA

POX COX
(umol TMPDox/min/mggq) (nmol PGE,/min/mgyq)

wt-PGHS2 31.3 400
H207A-PGHS2 1.4 26
H386A-PGHS2 7.0 343
H388F-PGHS2 no detectable 72
S530A-PGHS2 10.3 360
Y355F-PGHS2 9.9 340
R120A-PGHS2 20.9 257

5.3.2.2 Mutantes en el sitio de union del hemo (POX)

El sitio activo POX yace en la base de una pequeina hendidura en el dominio
catalitico, con una porcidn considerable del hemo expuesta al solvente [98]. Tal como se
describid antes, los residuos H386, H388 e H207 son criticos para la para la estabilidad de la
union del hemo [187-189], por lo cual su modificacion afectd la actividad enzimatica
drasticamente (Tabla 4). El analisis espectrofotométrico de las mutantes mostrd diferencias
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Figura 31. Rol del sitio activo COX en la inhibicion de PGHS-2 por NO,AA. PGHS-2 nativa o las mutantes en
Argl120, Ser530, y Tyr355 se preincubaron por 1 minuto con NO,AA y determinamos la actividad POX () y

COX (A). NO,AA conservo su capacidad inhibitoria. Los datos corresponden al promedio = S.E., n=3, de
experimentos por triplicado.
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Figura 33. Rol del sitio activo POX en la inhibicién de PGHS-2 por NO,AA. PGHS-2 nativa o las mutantes en
His386, His388, y His207 se preincubaron por 1 minuto con NO,AA y determinamos la actividad POX (e) y
COX (A). NO,AA conservo la capacidad inhibitoria de ambas actividades para la mutante en H386, pero perdio
su efecto cuando los residuos de His388 o His207 fueron mutados. NO,AA conservo su capacidad inhibitoria.
Los datos corresponden al promedio = S.E., n=3, de experimentos por triplicado.
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en la region de la banda de Soret (Figura 32). En particular, la mutaciéon de la H207 condujo

a una union muy pobre del hemo con un desplazamiento de la banda de Soret hacia el azul

H207A-PGHS2, t=2h
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Figura 32. Espectros UV-vis de las mutantes en el sitio POX de PGHS-2. El andlisis espectrofotométrico de las

mutantes en el sitio POX mostré alteraciones de la banda de Soret. La interaccion de hemo con la mutante en

H207 fue particularmente inestable, por lo cual esta mutante se utilizé inmediatamente después de ser

reconstituida.
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desde 411 a 405 nm. Ademas, la eficiencia de unién se redujo un 50% respecto a wt-PGHS-
2. A las 2 horas desaparecio la banda de Soret acompafiado de una pérdida total de la
actividad, por lo cual todos los ensayos cinéticos realizados con esta mutante se llevaron a
cabo en la hora siguiente a su reconstitucion con hemo. El NO,AA no afecté la actividad POX
ni la actividad total de H207A-PGHS-2 y H388F-PGHS-2, e inhibié a H386A-PGHS-2 de
manera comparable a la enzima nativa (Figura 33). Este resultado mostré que los residuos
H388 e H207 son necesarios para que el NO,AA interactie con PGHS. Cuando estudiamos la
capacidad de NO,AA de desplazar el grupo hemo en las mutantes en H386 e H388
observamos una disminucién en el contenido de hemo en H386A-PGHS-2 de manera
la proteina nativa; sin embargo no se observaron efectos efectos
la mutante H388F-PGHS-2 (Tabla 5).
desplazamiento de hemo en H207A-PGHS-2 debido a la inestabilidad en la unién del hemo

comparable a

significativos sobre No pudimos evaluar el

explicada anteriormente.
En los mutantes de PGHS-2

NO,AA perdid su
capacidad inhibitoria normal, era

holoPGHS2 + vehiculo/NO,AA (10X), 1h
donde el

espectro UV-vis ) .
importante realizar un control de

inhibicidn positiva, para descartar

un resultado artefactual debido a

Abs;g0/ Absyem
+ vehiculo + NO,AA que la actividad disminuida de las
WtPGHS2 1.05 23 (x2) mutantes brinda un margen
H386A-PGHS2 1.60 3.00 (x2) menor para observar cambios.
H388F-PGHS2 1.70 1.67 (x1) Utilizamos indometacina, cuya

union a PGHS es independiente de
los residuos H386 e H207. La
NO,AA
la actividad de wt-

Tabla 5. Desplazamiento del hemo por NO,AA en las
mutantes de PGHS-2. PGHS-2 se incubé por 1h a T amb con
NO,AA (10X), se filtré para eliminar el exceso de hemo e

indometacina y el
inhibieron
inhibidor, y se registraron espectros UV-vis para determinarel PGHS-2 como se esperaba. El
(Aszgo/AbS411). Las

mutantes en His386 e His388 unen el hemo con menor

desplazamiento inducido del hemo

NO,AA no inhibio a las mutantes
en H386 o H207, pero ambas

eficiencia comparado a la enzima wild type (wt). El

tratamiento con NO,AA disminuye el contenido de hemo en
WtPGHS-2 y H386A-PGHS-2, pero no tiene efectos sobre el
contenido de hemo en H388F-PGHS-2.

(Figura 34).
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Figura 34. Control positivo de inhibicidn. Las mutantes en los residuos criticos His388 y His207 fueron no
inhibibles por NO,AA, y era necesario realizar un control positivo de inhibiciédn. Indometacina inhibié a la
enizma wt y a las mutantes, mientras que NO,AA inhibié Unicamente a la enzima wt (o nativa). Los datos
corresponden al promedio =% S.D., n=3, de experimentos por duplicado. * p < 0.05 respecto al control con
vehiculo para cada grupo.

5.3.3 Analisis proteémico

En el marco de la pasantia en el laboratorio del Dr. L.J. Marnett, realizamos estudios
protedmicos de PGHS-2 entera y proteolizada para detectar posibles aductos de Michael
con el NO,AA. Debido a que la proteina es muy grande, inestable, tiene un dominio
hidrofébico de anclaje a membrana, y ademas posee varios puntos de glicosilacién (al
menos cuatro) [98, 191], el analisis por MS de PGHS es un area casi inabordada en la
literatura. Por esta razon evaluamos diferentes técnicas espectroscopicas (MALDI-TOF, ESI
MS), sometiendo a las muestras a varias condiciones experimentales (condiciones
desnaturalizantes, variedad de proteasas, eleccidon de columnas HPLC, etc).

El analisis MALDI-TOF de PGHS-2 dio la sefial esperada a 73 kDa, que permanecid
igual cuando apo o holo-PGHS-2 fueron pretratadas con el nitroalqueno, en condiciones
nativas o desnaturalizantes (Figura 35). El NO,AA es una molécula pequefia y no conocemos
la estequiometria de la reaccion, pero una modificaciéon covalente de PGHS-2 induciria al
menos un “tailing” o asimetria en la sefial observada, lo cual no se aprecia. Si bien existe la
posibilidad de que la nitroalquilacién se rompa durante la ionizacion de la muestra, aductos
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Figura 35. Andlisis MALDI-TOF de PGHS-2 tratada con NO,AA. aPGHS o hPGHS se preincubd con NO,AA
(10x) por varias horas en condiciones nativas o desnaturalizantes. El amortiguador se intercambié por 0.1%
TFA / 10% acetonitrilo previo al analisis MALDI-TOF. Obtuvimos una sefial a 73 kDa para PGHS-2 que
permanecid igual en presencia de NO,AA.

de proteinas con nitroalquenos han sido identificados por MS en numerosas ocasiones sin
necesidad de estabilizar el complejo.

A continuacidn, realizamos protedlisis en solucidn (con tripsina o quimotripsina) de
apo y holo-PGHS-2 preincubada con NO,AA. Los péptidos obtenidos se separaron por HPLC
y se analizaron por ESI MS/MS. Consideramos a todas las histidinas criticas para la actividad
enzimatica como potenciales blancos de nitroalquilacion por el NO,AA. Utilizando una
columna C18 no observamos péptidos con una masa agregada correspondiente a la del
nitroalqueno. La modificacién covalente de péptidos por nitroalquenos resulta en un
aumento muy grande de la hidrofobicidad [67], por lo cual también corrimos las muestras
utilizando una columna de menor retencidon (C4), con el mismo resultado. Finalmente,
considerando que una modificacion covalente por NO,AA podria dificultar la ionizacién por
ESI de las especies, realizamos el estudio de los péptidos por MALDI-TOF, y tampoco
detectamos aductos covalentes entre los péptidos y el nitroalqueno.
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5.3.4 Docking molecular

Los resultados de MS acompafiaron la evidencia de una interaccidn no covalente,

CoX POX
Kd (M)

AA 4.68x10™"°
9-NO2AA 1.58x10°® 5.37x10°
12-NO2AA 3.31x10° 3.72x10°®
14-NO2AA 3.31x10° 6.31x10°®
15-NO2AA 1.91x107° 1.45x107°

Hemo 2.19x10°

Tabla 6. Valores tedricos de Kd para la interaccién de
PGHS-2 con AA, hemo, y algunos de los principales
isdmeros posicionales de NO,AA.

pero la demostracidon de una interaccion
no covalente es mucho mas dificil de
confirmar  que una interaccion
covalente, y no podemos descartar que
la ausencia de un aducto por MS se
deba a un problema experimental. Para
confirmar la naturaleza no covalente de

la interaccion de NO,AA con PGHS,

realizamos  estudios de  docking
molecular en colaboracion con el
Laboratorio de Quimica Teodrica vy

b 4

u’* His 207
|

SO s a8

Figura 36. Docking molecular de NO,AA al sitio POX de PGHS-2. Se muestra el docking de 14-NO,AA al
sitio activo POX de modo productivo aunque no covalente, donde el &tomo Ne2 de His207 establece un
enlace de hidrégeno con el grupo carboxilo de NO,AA. El docking muestra que la orientacidon que adopta
NO,AA puede alterar la coordinacién del hemo con su ligando proximal, His388.
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Computacional de la Facultad de Ciencias. Las constantes de equilibrio (Ky4) determinadas
por la Dra. Alicia Merlino para la unidn de los isémeros posicionales de NO,AA a los sitios
COX y POX en PGHS confirmaron los resultados experimentales, validando el método: el
NO,AA se une al sitio activo COX con una baja eficiencia (comparar con AA) (Tabla 6) y de
una manera no productiva, mientras que la unién al sitio activo POX es altamente favorable
(comparar con el hemo) (Tabla 6). En el docking molecular el NO,AA interactud
favorablemente con la H207 mediante enlace de hidrégeno entre el grupo carboxilico del
nitroalqueno y el hidrégeno Ne2 de la cadena lateral de H207 (Figura 36).

5.4 Modelos celulares para estudiar la inhibicion de PGHS por NO,AA

Nuestro trabajo in vitro en conjunto con los resultados computacionales mostré que
el NO,AA es un inhibidor muy potente y virtualmente irreversible de PGHS-1 y 2, que actua
por un mecanismo que no ha sido antes descripto para ningun inhibidor PGHS, y que el
NO,AA no sigue el mecanismo de accion clasico de los nitroalquenos (la nitroalquilacién).
Trasladamos estos resultados a modelos celulares de relevancia biolégica como un primer
paso en la determinacion de la relevancia bioldgica de esta inhibicion atipica de PGHS por
NO,AA. Si bien PGHS se expresa en todos las células, existen tipos celulares con un
metabolismo del AA particularmente activo. Es el caso de las plaquetas o los macréfagos
[149, 173, 192].

5.4.1 Efecto de NO,AA en la actividad de macrofagos murinos

La activacion de macrdéfagos tiene un papel clave en la respuesta inmunoldgica y
también en la regulacion de los procesos inflamatorios. EI NO,AA tiene efectos anti-
inflamatorios en macréfagos murinos, donde inhibe la expresién de NOS2 y el ensamblaje
de NOX2 (por tanto la generacién de O,"), ademas de activar la via Nrf2/ARE que induce la
expresion de enzimas antioxidantes de fase Il [27, 87]. La activacidon de macrofagos con LPS
promueve la induccién en la expresion de PGHS-2 vy la sintesis de PGE, a partir de AA, que
actla como un agonista de la activaciéon [193-196].

Evaluamos el efecto de NO,AA sobre la actividad PGHS-2 de macréfagos murinos
estimulados por 16 o 20 hs con LPS. Para determinar la actividad realizamos el ensayo de
Amplex Red [176], que acopla la oxidacidon de AA catalizada por PGHS-2 a la reducciéon de
Amplex Red a resorufina cuantificable por fluorescencia (Ae,=560nm, A.»=585nm) (Figura
37A). Realizamos las determinaciones fluorimétricas en el lisado total de los macréfagos,
pero en presencia de AA exdgeno, para determinar la reduccidn a resorufrina
exclusivamente dependiente de peroxidasas que utilizan AA como sustrato (principalmente
PGHS-2 en macroéfagos) [176, 197]. El NO,AA inhibid la actividad PGHS-2 en macréfagos
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Figura 37. Inhibicion de PGHS-2 en macrdéfagos. (A) Estudiamos la actividad de PGHS2 en lisados de
macrofagos por el método de amplex red [Batchelor et al., 2003, Presented at The Society for Biomolecular
Screening: Portland, Oregon— September 21-25], que acopla la reduccidon de PGG, a PGH, a la oxidacién de
amplex red al fluoréforo resorufina (Ae,=560nm, A.,=585nm). El ensayo se realiza en presencia de AA
exogeno para determinar la actividad peroxidasa dependiente de AA (fundamentalmente PGHS-2 en
macrofagos). Los datos corresponden al promedio de experimentos por duplicado, n=3. (B) Macrofagos
murinos (1x10°) fueron activados con LPS (8 pg/mL) para inducir la expresion de PGHS-2, en presencia de
vehiculo o NO,AA (5 uM). A las 16 hs lisamos las células y determinamos la actividad POX dependiente de AA
por el ensayo de amplex red. La actividad PGHS-2 fue inhibida en presencia de NO,AA. (C) NO,AA no
disminuyd la expresion de PGHS-2 en los macréfagos estimulados con LPS. (rojo: PGHS-2; azul: DAPI).

estimulados con LPS (Figura 37B). Demostramos por microscopia de fluorescencia utilizando
un anticuerpo anti-PGHS-2 (en rojo, figura 37C) que no hay efecto de NO,AA sobre el nivel
de expresion de la enzima.

5.4.2 Efecto de NO,AA en la actividad de plaquetas humanas

Las plaguetas humanas son anucleadas y cuentan con un tamafo considerablemente
menor comparadas al resto de las células; la regulaciéon de su metabolismo es altamente
compleja (figura 38). La membrana plaquetaria tiene una composicion lipidica
relativamente sencilla, donde el AA representa el principal acido graso esterificado a la
posicion sn2 de fosfolipidos [94]. Las plaguetas son un blanco farmacolégico fundamental
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para los AINES, como ya se discutid en la introduccion (ver 2.3.4). Podemos especular que
una regulacion in vivo de la actividad plaquetaria por NO,AA podria brindar efectos
protectores en el desarrollo de patologias asociadas a la formacidon de trombos, y que la
proteccion seria biolégicamente relevante si no altera la hemostasia primaria que evita la
pérdida de sangre excesiva tras una injuria [149, 198]. Estas son basicamente las
caracteristicas deseadas en los nuevos agentes anti-plaquetarios.

5.4.2.1 Formacion de productos derivados de AA durante la activacion plaquetaria
En primer lugar se evalud por MS la capacidad del nitroalqueno de incorporarse a las

plaquetas. El NO,AA agregado a una suspension de plaquetas en solucion Tyrodes a 37°C
ingreso rapidamente y con una alta eficiencia, como se observa en la figura 39.
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Figura 39. Incorporacién de NO,AA a plaquetas humanas. Preincubamos plaquetas lavadas (4x10%/mL) con
NO,AA (300 pmol) en solucidn Tyrode's a 37 2C bajo agitacién suave. A los 2 min separamos el sobrenadante
por centrifugacion y realizamos una extraccidn organica con acetato de etilo para cuantificar por LC-MS/MS
la cantidad de NO,AA presente, como se explica en la seccién metodoldgica. El 80% del NO,AA presente
inicialmente ingresd a las plaquetas luego de 2 min de preincubacion. Los datos corresponden al promedio
=+ S.E., n=3, de experimentos triplicados, utilizando plaquetas de diferentes donantes.

Tras la activacion plaquetaria inducida por agonista, la PLA, cataliza la liberacion de
AA desde los fosfolipidos de membrana en un proceso dependiente de Ca®* [199]. El AA
liberado al citosol puede seguir dos vias: i) la via PGHS-1 para sintetizar el agonista pro-
agregante TxA,, o ii) la via 12-LOX para sintetizar 12-HpETE y 12-HETE, con funciones aun
desconocidas en las plaquetas [200-203]. La activacién de plaguetas por trombina (0.05
U/mL) genera un aumento de la sintesis de TxB, (producto de decaimiento estable del TxA,)
(Figura 40A). En presencia de NO,AA observamos en las plaquetas estimuladas con
trombina una disminucion dosis-dependiente en la sintesis de TxB, (Figura 40A), de

76



MQH
0,75 (0]
7] T 0 \A
3
2 OH, TxA,
g
o 0,504
©
[=)
N E
mN
= 0,25-
>
. = ﬁ
0,00
) o
S O R
Q\‘bo' x eo"’ NG éow x O x’.\\g\éo
sin trombina con trombina
OH
B NP OH
N 0o *k
1500 - 12HETE ok
*%
n
©
-
[7]
=]
o
)
o
0
o
hay
[T
=
1]
&
N
-
o
c
N N
,\Q ??. (.f?ozy. %Qo@
‘\O‘v S Qb
x x x>
sin trombina con trombina

Figura 40. Efecto del NO,AA sobre el metabolismo de AA en plaquetas humanas activadas. El AA liberado al
citosol durante la activacidn plaquetaria puede seguir la via PGHS-1 o la via LOX. Estudiamos por LC MS/MS el
efecto de la administracién de NO,AA a plaquetas humanas (2x10%/mL) en la sintesis de (A) TXB, (via PGHS-1)
y (B) 12-HETE (via LOX) utilizando trombina (0.05 U/mL) como agonista. El NO,AA inhibié la sintesis de TxB,,
en concordancia con la inhibicién de PGHS-1, estimulando en paralelo la sintesis de 12-HETE. Los datos
corresponden al promedio == S.E., n=3, de experimentos al menos triplicados, utilizando plaquetas de tres
diferentes donantes. * p < 0.05 respecto a la condicidn sin trombina con vehiculo; ** p < 0.05 respecto a la
condicion con trombina y vehiculo.
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acuerdo con una inhibicion en la actividad PGHS-1. En paralelo, observamos un aumento
en la formacion de 12-HETE (Figura 40B). La indometacina tuvo efectos similares sobre
ambos metabolitos; en efecto trabajos anteriores muestran que la indometacina aumenta
en plaquetas activadas los productos derivados de la via LOX [204, 205]. Este resultado
podria deberse a que la inhibicion de PGHS-1 por NO,AA induce el ingreso de un flujo mayor
de sustrato hacia la otra via posible de metabolizacion del AA. Resultados preliminares de
nuestro laboratorio muestran que el NO,AA no tiene efectos per se sobre la actividad LOX
(Trostchansky et al., resultados no publicados), descartandolo como el mecanismo que
explique los resultados obtenidos. La relevancia biolégica es dificil de predecir ya que existe
controversia en cuanto al rol de 12-HETE en las plaquetas: algunos autores consideran que
inhibe la sefial proagregante de PGH,/TxA, [206], mientras que otros consideran que
disminuye la agregacion en respuesta a ADP [203] y que tiene efectos protectores sobre las
plaquetas [207].

5.4.2.2 Agregacion plaquetaria

A continuacion evaluamos los efectos de NO,AA sobre la agregacion plaquetaria. Este
es un proceso dinamico y complejo clave para la formacién del tapon plaquetario durante la
hemostasia primaria, pero también para el desarrollo de las trombosis [147]. El NO,AA
causé una inhibicion dosis-dependiente de la agregacién plaguetaria en respuesta a
trombina (Figura 41A) con una concentracién inhibitoria 50 (ICsp) de 1.3 uM NO,AA. Fue
llamativo que la indometacina, que agregamos al ensayo como un control positivo de
inhibicidn, no tuvo efectos sobre la agregacién (Figura 41A). Una busqueda bibliografica
reveld que la trombina a una concentracion de 0.05 U/mL activa a las plaquetas
independientemente de la actividad PGHS-1 y del efecto amplificador que el TxA, ejerce
sobre su receptor en membrana [208-210]. Es decir que la capacidad anti-agregante de
NO,AA no puede explicarse por su inhibicion de PGHS-1, sugiriendo la existencia de al
menos un segundo blanco de accidn. A dosis mas bajas de trombina (0.02 U/mL) la actividad
PGHS-1 pasa a ser relevante para la agregacion, y en efecto observamos que tanto NO,AA
como indometacina fueron capaces de inhibir la agregacidon plaquetaria (Figura 41B).
Plaguetas pre-tratadas con AAS, donde PGHS-1 se encuentra inactivada, fueron igualmente
sensibles a la inhibicion por NO,AA (Figura 42), confirmando que el NO,AA es capaz de
inhibir la actividad plaquetaria por modulacién de al menos un blanco adicional a PGHS-1.
Por ultimo, descartamos algin efecto de NO,AA sobre la trombina: no se observaron
cambios significativos en el grado de inhibicién de la agregacidén plaquetaria cuando las
plaguetas fueron activadas con trombina pre-incubada con NO,AA (Figura 41C).

Existen cuatro blancos principales para las drogas anti-plaquetarias: i) la sintesis de

agonistas (ej.: inhibidores de PGHS-1), ii) los receptores de membrana, iii) las proteinas G
acopladas a los receptores, y iv) los intermediarios en las cascadas de sefializacién que
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Figura 41. Efecto de NO,AA en la agregacion plaquetaria inducida por trombina. Plaquetas lavadas (1 x
10%/mL) en solucién Tyrode’s a 37 C bajo se incubaron bajo agitacién suave con Ca** (1 mM) y vehiculo o
inhibidor. La activacion plaquetaria se indujo por adicidn de trombina a la mezcla de reaccidn y se registré
la agregacién plaquetaria por dispersion de luz a 700 nm. (A) EI NO,AA inhibié de forma dosis-dependiente
la agregacién plaquetaria para trombina a 0.05 U/mL (IC50 = 1.4 puM). A esta concentracion de trombina la
agregacion es independiente de TxA, y la indometacina no tuvo efectos sobre la agregacién. (B) A
concentraciones menores de trombina (0.02 U/mL), la agregacion estd modulada por TxA, y ambos
inhibidores de PGHS inhibieron la agregacién plaquetaria. (C) Trombina se preincubo por 2 min con NO,AA
(10 uM), y esta mezcla fue agregada a una suspension de plaquetas (1 x 10%/mL) en solucién Tyrode’s a 37
2C. Obtuvimos el efecto anti-agregante esperado para esta concentracién de NO,AA, por lo que NO,AA no
inhibe la actividad de la trombina. Todos los datos son representativos de experimentos al menos

triplicados utilizando plaguetas de tres diferentes donantes.
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Figura 42. Efecto anti-agregante de NO,AA independiente de la modulacién de PGHS-1. Evaluamos el efecto
de NO,AA sobre la agregacidn plaquetaria en plaquetas con PGHS-1 inactivada con AAS. El NO,AA conservd
su capacidad anti-agregante en las plaquetas preincubadas con AAS, confirmando la existencia de al menos
un segundo blanco de accidén para el NO,AA en plaquetas. Datos representativos de experimentos al menos
triplicados utilizando plaquetas de tres donantes diferentes.

convergen en la activacion de las plaquetas [149]. Cuando realizamos los ensayos de
agregacion utilizando diferentes agonistas, el NO,AA fue capaz de inhibir la agregacion
plaguetaria en respuesta a la activacion de diferentes receptores de membrana (receptores
activados por proteasas -PARs- para trombina, P2Y para ADP, receptores de TxA, para AA) o
por estimulacion directa de PKC (utilizando forbol-12-miristato-13-acetato, PMA) (Tabla 7). Esto
sugiere que el NO,AA actua en pasos posteriores (downstream) a la activacion de los
receptores de membrana por parte de los agonistas.

5.4.2.3 Rol del °NO

El *NO es uno de los principales reguladores de la actividad plaquetaria; suprime la
agregacion plaquetaria activando a la guanilato ciclasa soluble (sGC), aumentando la
formacion de cGMP a partir de GTP [211]. En medio acuoso, el NO,AA se hidrata a acido
nitrohidroxi araquiddénico (NO,(OH)AA), que se descompone liberando “NO capaz de inducir
vasorelajacion dependiente de GMPc [60, 70, 71]. Nuestro grupo ha demostrado
previamente que el NO,AA aumenta los niveles de GMPc en células endoteliales, en un
proceso inhibible por el inhibidor de la sGC, ODQ [212]. Por tanto, evaluamos la capacidad
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