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Figura 43. Rol de NO en la capacidad anti-agregante de NO,AA. Los nitroalquenos se descomponen en
medio acuoso liberando ‘NO, uno de los principales reguladores in vivo de la actividad plaquetaria.
Evaluamos la capacidad anti-agregante de NO,AA en presencia de oxiHb (atrapador extracelular de *NO),
carboxiPTIO (atrapador intracelular de *NO), o ODQ (inhibidor de sGC). El NO,AA mantuvo su efecto anti-
agregante en todos los casos, demostrando que su rol es independiente de la liberacién de *NO. Los datos
corresponden al promedio * S.E., n=3, de experimentos triplicados, utilizando plaquetas de tres donantes
diferentes. * p < 0.05 respecto a la condicién sin NO,AA para cada grupo.

Tabla 7. Inhibicion de la agregacion de plaquetas
estimuladas con diferentes agonistas.

Agonista % inhibicion por NOAA *
Trombina 54.6+3.2
AA 11.6+£1.2
ADP 46.5+4.8
PMA 52.9+3.2

* para [NO,AA] = 1.5 uM, 1 min preincubacién
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antiagregante de NO,AA en presencia de oxihemoglobina (oxiHb) o carboxiPTIO
(atrapadores de “NO extra- e intra-celulares, respectivamente), y de ODQ_(para inhibir a la
sGC). La accién anti-agregante de NO,AA permanecid intacta en los tres casos (Fig. 43),
indicando que el nitroalqueno actda por un mecanismo independiente de "NO/cGMP.

5.4.2.4 Movilizaciéon de calcio y degranulacion

Durante la activacién plaquetaria inducida por trombina, el clivaje de los receptores
PAR en la membrana sefala la activacidon de la enzima PLC, que hidroliza al fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP,) generando diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IPs) (Figura 38). El
DAG permanece en la membrana plasmatica y el IP; difunde hacia el citoplasma donde
estimula la liberacidn de Ca?* desde el sistema tubular denso [213]. Este es un evento clave
en la activacion plaquetaria, y precede a otras respuestas de la cascada como la activacién
de las isoformas convencionales de PKC (cPKC), el cambio en la morfologia, la agregacion, o
la degranulacién [172, 214, 215]. En el afio 2002 se reportd que el NO,LA inhibe la
activacion plaquetaria (ICso = 4uM) al disminuir el influjo de Ca** desde el exterior, asi como
su mobilizacién desde los reservorios internos (aunque induce un leve influjo de Ca**
cuando NO,LA se administra en ausencia de agonista) [75].

Las plaquetas fueron preincubadas con un indicador de Ca** fluorescente (Fluo-3 AM)
y estudiamos por citometria de flujo el efecto de la administracion de NO,AA en la
mobilizacién de Ca** de una suspension de plaquetas tratada con trombina, en ausencia de
Ca’* exégeno. Cuando agregamos NO,AA en ausencia de trombina, no tuvo efecto sobre el
contenido de Ca®* en citosol incluso a altas concentraciones (10 pM) (Figura 44A). Ademas,
el NO,AA no tuvo efecto sobre la movilizacién intracelular de Ca** en respuesta a trombina
0.2 a 0.5 U/mL (Figura 44A). A concentraciones menores de trombina (0.05 U/mL), el NO,AA
inhibid levemente el aumento intracelular de Ca** (25%), independientemente de la dosis
agregada (datos no mostrados). Dado que las propiedades anti-agregantes de NO,AA
descriptas mas arriba fueron observadas en un marco experimental donde siempre
agregamos Ca** exégeno (el Ca** no era limitante), concluimos que las propiedades anti-
agregantes de NO,AA no se deben a una inhibicién en la movilizacién de Ca”".

Algunas de las consecuencias downstream a la activacion de cPKC son la
degranulacion, la activacién de la integrina a,B3, y la agregacion plaquetaria [216]. La
exposicion de la molécula de adhesién P-selectina en la cara externa de la membrana
plaguetaria es consecuencia de la secrecidn de grdnulos alfa (a) y se utiliza como un
indicador universal de degranulacién [217]. EIl NO,AA inhibid la secrecién de granulos a de
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Figura 44. Efecto de NO,AA sobre la degranulacién y la movilizacién de Ca®* durante la activacién
plaquetaria. (A) Plaquetas (1x10% /mL) cargadas con el indicador fluorescente de Ca®* Fluo-3/AM (3 pM)
fueron preincubadas con vehiculo o NO,AA (1-10 uM) y estimuladas con trombina (0.5 U/mL). La liberacidn
de Ca® desde los reservorios intracelulares fue monitoreada por citometria de flujo siguiendo los cambios en
la fluorescencia de Fluo-3/AM (poblacién definida M1, en el histograma representativo) durante dos
minutos. EI NO,AA no tuvo efectos sobre la liberacién de Ca** durante la activacién plaquetaria a 0.05 U/mL
trombina. Datos representativos de experimentos realizados al menos por triplicado, n=3. (B) Para evaluar la
degranulacién estudiamos la exposicion de P-selectina (liberada por granulos-a) por citometria de flujo.
Plaquetas (1x10° /mL) en solucién Tyrode's a 37 °C fueron tratadas con vehiculo o NO,AA (10-20 uM) por dos
minutos y estimuladas con trombina 0.5 U/mL por 10 minutos. Incubamos con anticuerpo anti-P-selectina
como se detalla en la seccion experimental y determinamos la expresiéon de P-selectina en la superficie
plaguetaria que se expresa como porcentaje de plaquetas en la poblacion designada M1. Los datos
corresponden al promedio = S.E., n=3, de experimentos al menos triplicados, utilizando plaquetas de

diferentes donantes. * p < 0.05 respecto al control con trombina.
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manera dosis dependiente (Figura 44B), y no tuvo efecto en ausencia de agonista. En
plaguetas lavadas, la secrecidon de granulos a es un evento que depende de la activacion de
PKCy es independiente de la sintesis de TxA, [218]. En efecto, el inhibidor de cPKC, g6 6976,
inhibid la exposicion de P-selectina (Figura 44B).

5.4.2.5 Rol de la proteina quinasa C

Para determinar el rol de cPKC en los efectos anti-agregantes de NO,AA, estudiamos
i) la agregacion utilizando PMA como agonista [219], ii) la translocacién transitoria a
membrana de cPKC activada por trombina [173, 220], vy iii) la activacién de MAPK (mitogen
activated protein kinase) dependiente de cPKC [174].

El PMA activa directamente a cPKC eliminando el requerimiento de DAG en un
proceso independiente de Ca®* [216, 219, 221-223]. El NO,AA inhibié la agregacién inducida
por PMA de manera dosis-dependiente (Tabla 7 y Figura 45A), al igual que los inhibidores de
PKC GF10 (Figura 45A) y g6 6976 (no se muestra). La activacion por PMA no induce una
sintesis importante de productos derivados del AA [224], consecuentemente la
indometacina no inhibié la agregacién inducida por PMA (Figura 45A). Dado que la cPKC se
transloca a membrana cuando esta activa, si el NO,AA inhibe la activacion de cPKC
esperamos ver cambios en la movilidad de cPKC. Utilizamos un anticuerpo anti-aPKC para
estudiar la translocacién de cPKC por microscopia confocal de fluorescencia. En la condicién
control de plaquetas tratadas con vehiculo (metanol), la proteina se observé difusamente
distribuida en el citosol de las plaquetas; cuando las plaquetas fueron estimuladas con
trombina durante tres minutos, se observé una migracién hacia la membrana, en un
proceso que fue totalmente inhibible en presencia de NO,AA (Figura 45B). Ademas, el
NO,AA previno el drastico cambio morfoldgico caracteristico de la activacidon plaquetaria,
donde hay una disminucion de aproximadamente el 50% del tamafo total y una
reorganizacion del citoesqueleto que altera la distribucién de a tubulina [225] desde un
patrén homogéneo acentuado en la banda marginal a uno altamente irregular (Figura 45B).
Las isoformas cPKC activan las vias de sefializacion de p38 MAPK y MEK/Erk (mitogen
protein kinase kinase/extracellular-signal regulated kinase) [174]. En particular, la
fosforilacion de Erk2 depende exclusivamente de la actividad cPKC y se observa
tardiamente durante la agregacién plaquetaria (a partir de los 90 segundos, Figura 45C)
[174, 175, 226]. En ausencia de agonista, el NO,AA no tuvo efectos sobre la activacion de
Erk, pero redujo marcadamente su fosforilacion en plaquetas estimuladas con trombina
(Figura 45C). El inhibidor GF10, utilizado como control positivo, también inhibié la
fosforilaciéon de Erk2 (Figura 45C). EI NO,AA inhibié la agregacion dependiente de cPKC
Unicamente cuando sus propiedades electrofilicas estuvieron intactas (Figura 45A). La cPKC
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85



El NO,AA y el inhibidor de PKC GF10 inhibieron la agregacion dependiente de PKC, la indometacina no tuvo
efecto, y tampoco tuvo efecto el NO,AA cuando sus propiedades electrofilicas estaban alteradas. Datos
representativos de experimentos al menos triplicados, utilizando plaquetas de diferentes donantes. (B)
Evaluamos el efecto de NO,AA sobre la translocacién transitoria de cPKC activada mediante microscopia
confocal de fluorescencia. En plaguetas no activadas, la PKCa (verde) se encontré difusamente distribuida en
el citosol. La estimulacidn con trombina (0.05 U/mL) ocasiond la migracidn de la proteina hacia la membrana
plaquetaria, un cambio morfoldgico importante, y la reorganizacién del citoesqueleto (a-tubulina, rojo), que
adopta un patron muy irregular. La preincubacién de las plaquetas con NO,AA (10 uM) previo a la
estimulacién con trombina previno todos estos cambios. Las fotos son representativas de al menos tres
experimentos independientes, utilizando plaquetas de diferentes donantes. La tincidn en citosol vs.
membrana se cuantificé por densitometria de al menos 60 células. * p < 0.05 respecto a las otras
condiciones. (C) Estudiamos por inmunoensayo el rol de NO,AA en la fosforilacién de Erk1/2, un proceso que
depende de la activacion de cPKC. Trombina (0.5 U/mL) en presencia de Ca’* (1 mM) indujo la fosforilacion
de Erk detectable a 90 y 180 segundos, en un evento inhibible por NO,AA (10 uM) y GF10 (10 uM). Los
resultados corresponden al promedio + S.E., n=2, de experimentos por triplicado, utilizando plaquetas de
diferentes donantes. * p < 0.05 respecto a las plaquetas activadas sin inhibidor (90 seg); ** p < 0.05 respecto

a las plaquetas activadas sin inhibidor (180 seg).

contiene regiones ricas en residuos cisteina que se duplican como dominios en tandem y
son criticos para la interaccién con los fosfolipidos de membrana [227]. Estas regiones
podrian ser un blanco de nitroalquilacion por NO,AA; estudios futuros estaran dirigidos a
estudiar esta posibilidad.

Las propiedades anti-plaquetarias que describimos para el NO,AA, se suman a
otras propiedades bioldgicas protectoras de NO,AA como son la vasorelajacion inducida
por cGMP, la estimulacion de la expresion de hemo-oxigenasa 1, la inhibicion de Nrf2 o la
regulacion negativa del fenotipo inflamatorio en macrofagos, y refuerzan su rol como
senalizador redox [26, 44, 71, 152]. Mas alla del potencial farmacolégico, que es muy dificil
de comprobar, de nuestras observaciones surge un posible nuevo mecanismo de regulacion
plaguetaria in vivo donde el AA actla como un agonista moderado importante para el
mantenimiento de la hemostasia, pero adopta una potente actividad anti-plaquetaria en
ambientes inflamatorios asociados a una producciéon de ‘NO y ERN aumentada, que
promueven la sintesis de NO,AA (Figura 46). En nuestro sencillo modelo de plaquetas
lavadas, la inhibicion de PGHS-1 se aprecié Unicamente por la disminucién en los niveles de
TxA,, y no estuvo involucrada en el efecto anti-agregante promovido por el NO,AA. Para
estudiar la relevancia bioldgica de la inhibicion de PGHS-1 y cPKC seria de gran interés la
utilizacion de un modelo animal adecuado al estudio de la funcidon plaquetaria [228].

86



Agonist
0 0000000000000 000

A 900000000000000

_ _ Phospholipids _

666660666666666$6 66666666

Diacylglycerol m“
Arachidonic acid 12- LOX
AANO, l \

®ege wo@I™ ool
(o]

M K M5
v o OH OOH  12-HPETE
v .
PGH, ©H i
@ Platelet —= oH
aggregation TxA, synthase \
K

o S
MOH 12-HETE
g aeg()

OH TxA,

"x

[PPIX-Fe**=O]JNO,***Tyr

enzima inactiva

v,

o 4 .
[PPIX-Fe**13%5Tyr —> [PPIX-Fe=O]**Tyr — [PPIX-Fe*=0]**Tyr

estado basal compuesto | enzima activa

N/

[PPIX-Fe*=01**Tyr

Actividad compuesto Il AA
peroxidasa
AR ———> NO,AA
PGG..—P NO,PGG
L NO,
PGG,
Actividad
ciclooxigenasa
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cataliza la liberacidn de AA desde fosfolipidos de membrana hacia el citosol, donde ingresa en las vias PGHS o
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culmina en la agregacién plaquetaria. NO,AA administrado a plaquetas humanas inhibié las actividades de
PGHS-1 y cPKC. (B) En condiciones nitrooxidativas el radical "NO, podria competir efectivamente por los
radicales lipidicos intermediarios de la reaccién catalizada por PGHS, formando productos como NO,AA,
capaces de disminuir la activacion pnlaauetaria con un rol protector.
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5.5 Nitracion catalitica de AA por PGHS en presencia de especies reactivas
del nitrégeno

La bibliografia documenta la formacién de nitroalquenos in vivo [37, 38, 86, 229]; si
bien no hay consenso en cuanto a su concentracion efectiva, se ha demostrado su presencia
enddgena como moléculas libres, esterificadas, y unidas covalentemente a centros
nucleofilicos (proteinas, glutation, etc) [230]. Recientemente se demostré que durante la
activacion de macréfagos, el AAS favorece la formacion de oxo-derivados electrofilicos
(EFOX) catalizada por PGHS-2. Los EFOX sintetizados cataliticamente activaron la expresion
de genes de respuesta anti-oxidante (dependiente de Nrf2), e inhibieron la secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias y la produccién de ‘NO como agonistas de PPARy [231]. En
este trabajo nosotros pretendemos evaluar si el NO,AA puede ser sintetizado por la accidn
catalitica de PGHS en presencia de ERN. Tal como se detalla en la introduccién, PGHS
cataliza una auto-oxidacidn radicalar controlada, donde se genera un radical AA" como
intermediario de reaccidn en el sitio activo COX (Figura 7). El ambiente hidrofébico del sitio
activo COX podria facilitar la presencia simultdnea de "NO, “NO,, “AA, y/o radical peroxilo de
AA (AAOO°) [98, 158, 232], vy la vida media de AAOO" (0.1 - 0.2 seg), por ejemplo, es
suficientemente larga como para permitir su reaccién con "NO, [100]. La sintesis catalitica
de NO,AA por PGHS podria representar un mecanismo de auto-regulaciéon enzimatica,
donde al estar sometida a condiciones nitro-oxidativas la enzima cataliza la sintesis de su
propio inhibidor, colaborando con la resoluciéon de la inflamacién.

5.5.1 Deteccidon y analisis de los productos de PGHS formados en presencia de
A o peroxinitrito
S

En todas las condiciones ensayadas, evaluamos la
presencia de los metabolitos de interés (AA, NO,AA, PGs)
por HPLC, TLC y MS. La deteccidon por HPLC se realizé en

fase reversa utilizando una columna C18 y un sistema de

B —— gradientes que se puso a punto para la deteccion
i (e . , .2 s
o < Fos simultanea de PGs, AA, e isdmeros posicionales de NO,AA,
AA P como se detalla en la seccién metodoldgica. Para la

i deteccién por TLC utilizamos placas analiticas de silica y
- seleccionamos la fase movil mas adecuada para resolver

1) S0nM PGHS + 500 i AA + 500 M una mezcla de estandares conteniendo AA, NO,AA, y una

fenol mezcla comercial de PGs (PGF,a, PGD,, PGE,, 6KetoPGFla
2) 2 M PGHS + 500 pM AA + 500 pM . L,
fenol y TxB,) (Figura 47A). Evaluamos la tincién de los
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metabolitos de reaccidon con yodo, permanganato de potasio, o anisaldehido, y el ultimo
resulto ser el método de deteccidon mads sensible (aproximadamente 100 ng para las PGs; 40
ng para el resto). La deteccion por LC MS/MS se puso a punto para la deteccidn simultanea
por MRM de AA (m/z 303/259), NO,AA (m/z 348/46), PGE, (m/z 351/271), AAd8 (estandar
interno) (m/z 311/267), y otros posibles productos de nitraciéon (ej.: AAOONO,, PG-NO,).

La interaccion de peroxinitrito con PGHS es compleja. En ausencia de sustrato y/o a
alta concentracién el peroxinitrito inhibe la actividad enzimatica por nitracidon de residuos
criticos para la actividad enzimatica (ej.: Tyr385). En cambio, si PGHS es expuesta a flujos
bajos de peroxinitrito durante el recambio enzimatico se observa un aumento en la
actividad. Esto se debe a que el peroxinitrito es un perdxido inorganico capaz de oxidar al
hemo durante la actividad POX para formar compuesto | derivado del hemo (Figura 9) y
NO, . Para estudiar si es posible la nitracién catalitica de AA por PGHS en presencia de ERN,
estudiamos el efecto de la administracion de flujos bajos de peroxinitrito a una mezcla de
reaccion de PGHS, esperando que el "NO, formado por la descomposicién homolitica del
peroxinitrito en la solucidén acuosa del amortiguador sea capaz de competir con el O, por el
radical AA intermediario de la reaccidn.

El sistema de reaccién consistid en una mezcla de AA, fenol (como co-sustrato
reductor), PGHS reconstituida con Fe**-PPIX o Mn**-PPIX, y peroxinitrito. El flujo de
peroxinitrito (0.1 a 1 uM/min) comienza a administrarse inmediatamente iniciada la
reaccion, para desfavorecer la inactivacion de PGHS por nitracién de residuos criticos.
Evaluamos Mn>"-PPIX-PGHS debido a su mayor nimero de recambio y eficiencia catalitica
respecto a su par con hierro [98]. Evaluamos también los productos formados en un
ambiente con argdn, con el objetivo de favorecer la competencia del "NO, con el radical AA’
frente al O,. Las condiciones dptimas de reaccidon (concentraciones, tiempos, etc) fueron
puestas a punto por TLC analitica, que permitié trabajar con volumenes muy pequefnos de
fase movil, en tiempos rapidos de analisis (5 min por corrida aproximadamente), y con una
excelente sensibilidad. Para ajustar las concentraciones de sustratos y enzima consideramos
que con una actividad COX promedio de 50 pumol O,/min/mg [98], se forman 25 umol
‘AA/mg por minuto de reaccidn considerando una eficiencia del 100%. En 100 pL de
reaccion, 0.5 pg de PGHS-1 (2 puM) consumirian 12.5 nmol AA/min. De esta manera
elegimos partir de 15 nmol de sustrato (500 uM AA) para maximizar la formacién de
radicales derivados del AA. En efecto observamos que utilizando estas concentraciones (en
ausencia de peroxinitrito) la enzima consume el 100% del AA y detectamos la formacion de
PGs, mientras que si partimos de una cantidad total de enzima 40 veces menor (50 nM)
transcurrido el minuto de reaccién permanece AA sin reaccionar y no detectamos sintesis
de PGs (Figura 47B). En presencia de 1 uM/min peroxinitrito de se observé formacion de un
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Figura 48. Deteccion de productos sintetizados por PGHS en presencia de peroxinitrito. Aqui evaluamos la
formacion de productos en presencia de PGHS-2 (2 uM), fenol (500 uM), y AA (500 uM) en amortiguador
fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4 a Tamb, por (A) TLC analitica y (B) HPLC. El flujo de peroxinitrito (0.1
KMM/min) se inicié con la enzima en recambio para desfavorecer la inactivacion enzimatica por nitracidén de
residuos criticos, y la reaccion se detuvo a los 4 minutos por extraccidon organica con acetato de etilo. (A) El
peroxinitrito administrado no inactivd a PGHS-2, y en presencia del flujo de peroxinitrito se formd un
producto con menor polaridad que AA e igual Rf a NO,AA. Este producto se formd cataliticamente, ya que
cuando administramos peroxinitrito a PGHS-2 previamente inactivada con indometacina (no hubo sintesis de
PGs) no observamos su formacién. (B) El analisis por HPLC (deteccion a 274 nm) dio la misma informacion
que la TLC analitica. En presencia de peroxinitrito, se aprecia la presencia de una banda idéntica a un isémero
posicional de NO,AA. Todos los datos son representativos de experimentos por triplicado.

producto con una polaridad mayor a la del AA y misma migracion que NO,AA (Figura 48A).
La enzima no fue inactivada por peroxinitrito ya que se evidencid la sintesis de PGs (Figura
48A). El nuevo metabolito identificado es un producto catalitico que no se formé por
reaccion directa entre el AA con peroxinitrito o los radicales derivados de su homolisis, ya
que cuando repetimos el experimento utilizando PGHS inactivada (por preincubacién previa
con indometacina) no observamos sintesis de PGs ni del metabolito (Figura 48A). Ademas,
cuando la PGHS fue expuesta a peroxinitrito, se obtuvo un producto con idéntico perfil de
elucién en el HPLC al reportado para uno de los isémeros de sintesis dcida del AANO, (Figura
48B, en rojo), el cual no fue observado cuando la enzima inactiva fue expuesta a
peroxinitrito (Figura 48B, en gris).
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Si bien logramos avances significativos en la puesta a punto de la deteccion de
metabolistos de interés durante la reaccion de PGHS en presencia de ERN, el resultado en la
figura 48 es aun muy preliminar, hasta que pueda confirmarse que el metabolito
identificado por TLC y HPLC corresponde efectivamente a un isémero posicional de NO,AA
(por LC MS/MS y NMR). Si lo confirmamos, este seria el primer mecanismo descripto de
sintesis catalitica de un nitroalqueno.

5.5.2 Anadlisis de los productos formados en presencia de nitrito

Se ha descripto la nitracidon autocatalitica de la Tyr385 de PGHS en presencia de NO,
y H,0, [177], y se sabe con seguridad que la mieloperoxidasa (MPQ) es capaz de oxidar por
1 electrén al NO, para formar ‘NO, y compuesto Il [233]. Incubamos a PGHS-2 con AA y
concentraciones crecientes de NO,, y evaluamos la formacién de metabolitos de reaccidn
por LC MS/MS (Figura 49). No observamos formacion de nuevos metabolitos por LC MS/MS
o TLC. Obtuvimos una inhibicién importante de la enzima cuando administramos NO,
inmediatamente después del sustrato (AA), pero incluso a concentraciones elevadas y
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Figura 49. Analisis por MS de metabolitos de la reaccion PGHS en presencia de NO,. Para estudiar la
formacion de "NO, a partir de NO, ™ catalizada por PGHS y la formacién de productos cataliticos nitrados,
incubamos PGHS-2 (2 uM) en fosfato de sodio 50 mM pH 7.4 con AA (50 uM) en presencia o ausencia de NO,’
en concentraciones variables (1 - 100 uM). Detuvimos la reaccién por extraccién con acetato de etilo y
analizamos la formacién de productos esperados y nitrados por LC MS/MS, utilizando como estandar interno
AAd8 (m/z 311/267). También realizamos inmunoensayo para detectar nitrotirosina (no se muestra). No
detectamos formacidén de NO,-Tir ni de metabolitos nitrados en ninguna de las condiciones ensayadas. Arriba
se muestra un resultado representativo del anélisis LC MS/MS, para PGHS-2 incubada con AA y NO, 10 uM
por 1 minuto.
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tiempos de reaccién variables no pudimos detectar la formacién de nitro-tirosina por
inmunoensayo (no se muestra). Todos estos resultados confirman resultados previos de
nuestro laboratorio [153], excluyendo al NO,” como fuente de "NO, durante la actividad
PGHS-2.

5.5.3 Andlisis de los productos formados en presencia de "NO

Para determinar si el "NO puede atrapar a los intermediarios radicalares de AA
durante la catalisis de PGHS, se puso a punto una técnica combinada de resonancia de espin
electrénico (ESR) utilizando un spin trap, con LC/MS, en colaboracién con el Department of
Pharmaceutical Sciences, North Dakota, USA. El sistema de reaccién no inhibida consistié en
PGHS, hemina, el spin trap POBN, y AA. Se realizd una prediccion de los productos
esperados cuando la reaccion transcurre en condiciones reductoras, y de la m/z esperada
para el aducto entre cada producto y POBN (figura 50). En efecto, en el sistema de reaccion
completo no inhibido se observé la sefial ESR esperada para PGHS activa (aducto radical-
POBN) (figura 51A) asi como los fragmentos m/z esperados (figura 51C). NO,AA o el dador
de ‘NO NOC 12 inhibieron la actividad de PGHS (figura 52). En este sistema de reaccidn,
postulamos que el "NO puede actuar como terminador de la cadena de oxidacién de AA,
formando aductos con los radicales intermediarios de la reaccién: radical alquilo (L*) en C13,
y radical alcoxilo (LOO®) en C11, para dar productos nitrogenados del AA (ej. LNO, LOONO).
En el analisis LC/MS del sistema de reaccién en presencia de NOC 12 se identificaron
fragmentos con m/z que coincide con posibles productos nitrogenados de AA (figura 53), lo
cual explicaria la disminucion en radicales derivados del producto de la reacciéon en
condiciones no inhibidas.
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Figura 50. Peroxidacion de AA durante la actividad PGHS y productos radicalares de reaccion propuestos en
condiciones reductoras. Como indice de actividad PGHS se buscan por ESR - LC/MS los aductos de productos
radicalares con el spin trap POBN (m/z 296, 448 y 548)
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Figura 51. Determinacién de la actividad PGHS por ESR - LC/MS. (A) ESR spectrum of PGHS-AA reaction
system. (B) Relative signal intensity of radical adducts in different control experiments. (B) Deteccion ESR de
radicales formados durante la actividad PGHS. Intensidad relativa de la sefial de aductos radical/POBN en
diferentes condiciones experimentales. (C) Deteccién LC/MS de la actividad PGHS en el modo EIC (extracted

ion cromatogram). * representa diferentes isémeros del producto radicalar.
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Figura 53. Identificaciéon por LC/MS de posibles derivados nitrogenados de AA formados por reaccién de
PGHS en presencia de "NO. (A) EIC (extracted ion cromatogram) del sistema de reaccién PGHS-AA en
ausencia de "NO. (B) EIC del sistema de reaccidon PGHS-AA en presencia de NOC 12. No se detectd sefial para
NO,AA (m/z 348), pero se detectaron varios fragmentos que podrian corresponder a productos

nitrogenados derivados de AA (*) derivados de los intermediarios radicalares de reaccién.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo integramos estudios bioquimicos, protedmicos, computacionales, y
celulares para demostrar que el producto de nitracidon derivado de AA, el NO,AA, i) inhibe a
la enzima PGHS-1 y 2 mediante un nuevo mecanismo igual o mas efectivo comparado a los
AINES, ii) modula el perfil celular de lipidos bioactivos que se sintetizan a partir del AA, vy jii)
es un potente agente anti-agregante por modulaciéon de al menos dos vias de activacion
plaquetaria. Los efectos biolégicos caracterizados en este trabajo son exclusivos de NO,AA 'y
no genéricos a todos los nitroalquenos, aumentando su potencial farmacoldgico. Estos
resultados se suman a otras acciones bioldgicas caracterizadas para NO,AA, como la
induccién de la vasorrelajacion dependiente de cGMP, la estimulacidon de la expresion de
HO-1, la activacion de Nrf2, o la inhibicién del fenotipo inflamatorio en macrdéfagos
activados, y en conjunto apoya el rol de NO,AA como nuevo mediador redox en la
sefializacion celular.

A pesar de la similitud estructural de NO,AA con el sustrato natural de PGHS, el
mecanismo mads probable de inhibicién involucra la unién del nitroalqueno al sitio activo
POX, y el desplazamiento del hemo desde su sitio de unién por interaccion con los residuos
de histidina 388 y 207, criticos para la estabilidad del hemo. La actividad biolégica de
nitrolipidos estd fundamentalmente mediada por modificaciones covalentes de residuos
proteicos de cisteina o histidina; sin embargo, nuestro trabajo sugiere una modificaciéon no
covalente de PGHS, representando un mecanismo inusual de accién para nitroalquenos.
Actualmente, intentamos confirmar la naturaleza no covalente de la interaccién, en
colaboraciéon con el Dr. LJ. Marnett, por cristalografia de PGHS-2 junto a isémeros
posicionales puros de NO,AA.

Los resultados in vitro fueron transladados a un modelo de relevancia fisioldgica.
NO,AA administrado a plaquetas humanas alterd el metabolismo normal de AA, inhibiendo
la sintesis de tromboxanos derivados de la via PGHS, y estimulando la sintesis de 12-HETE
derivado de la via LOX. La literatura es contradictoria en el rol que los productos de LOX
ejercen en plaquetas. Para entender el impacto de la modulacidon del metabolismo de AA
por NO,AA sera importante estudiar el efecto de 12-HETE sobre los principales indicadores
de actividad plaquetaria (degranulacién, Ca**, adherencia, cambio de forma, etc). NO,AA
también inhibid la actividad aPKC, con potentes consecuencias anti-agregantes. PKC
contiene residuos criticos de cisteina repetidos en tandem y estudios protedmicos con la
proteina aislada permitiran determinar si la inhibicion de PKC es consecuencia de una
nitroalquilacién por NO,AA. La inhibicién de PGHS y de la sintesis del agonista débil TxA, no
tiene consecuencias importantes in vitro, ya que la actividad anti-agregante de NO,AA
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dependid de la inhibicién de PKC, pero es presumible que en el complejo medio biolégico
esto cambie. Para determinar el potencial farmacoldgico de NO,AA y las consecuencias de
su rol como inhibidor de la activacién plaquetaria sera necesario evaluar el efecto del
nitroalqgueno en un modelo animal adecuado al estudio de plaquetas; para esto es
fundamental la optimizacion en el rendimiento de sintesis y la purificacidon a gran escala de
NO,AA que logramos en el marco de este trabajo.

En vista de las propiedades bioldgicas descriptas para nitroalquenos en los ultimos 10
anos, la administracion exdgena de nitroalquenos con fines farmacoldgicos es un area de
mucho interés, pero presenta grandes dificultades (toxicidad, biodistribucién, estabilidad,
etc.). En este trabajo nosotros estudiamos la nitracidon catalitica de AA por la actividad
enzimatica PGHS, como posible mecanismo de auto-regulacién, donde la nitracién del
sustrato (AA) en un ambiente nitrooxidativo forma un potente inhibidor de la actividad
enzimatica (NO,AA), que disminuye la sintesis de eicosanoides pro-inflamatorios
favoreciendo la resolucion de la inflamacidn. Los nitroalquenos han sido detectados in vivo
en un rango de concentraciones que va desde nM a pM; la caracterizacion cinética mostro
que NO,AA tiene una alta potencia inhibitoria de PGHS-1 y 2 (kinac/Ki=10* M™s™; KPP~ 0.2
MM) lo cual hace posible la inhibicion de PGHS por NO,AA formado enddgenamente.
Inclusive inhibidores menos potentes, cuando son irreversibles, tienen efectos importantes
en el perfil de lipidos bioactivos sintetizados a partir del AA. En este trabajo, pusimos a
punto un sistema para evaluar la sintesis catalitica de NO,AA a partir de AA mediada por la
actividad PGHS. No detectamos la formacion de ‘NO, a partir de NO,™ por la actividad POX,
pero en presencia de flujos bajos de peroxinitrito describimos la sintesis catalitica de un
producto con perfiles de HPLC y TLC idéntico a NO,AA. Ademads, utilizando un nuevo
método de ESR spin trap acoplado a LC/MS observamos posible formacion de productos
nitrogenados formados por PGHS en presencia de °‘NO. Estos resultados son aun
preliminares, hasta que confirmemos la naturaleza de los analitos por MS y por NMR.
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