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Resumen

Resumen

Este trabajo de Tesis Doctoral se centr6 en el desarrollo de sondas moleculares
fluorescentes como herramientas para la deteccion y cuantificacion de peroxinitrito en
sistemas celulares. Dada la relevancia del desarrollo de técnicas sensibles y confiables
para la deteccién de especies oxidantes en sistemas biolégicos, en este periodo se
trabajé intensamente en la obtencién y validacion de sondas fluorescentes para la
deteccidn de especies nucleofilicas, en particular peroxinitrito.

Analizando el estado del arte sobre métodos de deteccion y cuantificacién de
peroxinitrito, donde la inmensa mayoria de sondas reportadas carecen de la apropiada
validacion fisicoquimica y biolégica, principalmente respecto al peroxinitrito producido
endogenamente, y ademas la alta demanda del area redox en la necesidad de contar
con métodos sensibles, conocidos y confiables es que se enfoco la presente Tesis en el
estudio de este tema.

En el desarrollo del trabajo se exploraron diferentes fluordforos derivados de
fluoresceina y de cumarina soportando &cidos o ésteres borénicos como centro
electrofilico capaz de reaccionar con oxidantes nucleofilicos. Ademas, modificaciones
estructurales de los derivados boronados de cumarinas, permitieron modular sus
propiedades espectroscopicas e incluso direccionarlas a un sitio subcelular especifico,
desarrollando nuevas moléculas para la deteccion de este oxidante.

Se desarroll6 FI-B (fluoresceina-boronato) y mediante su caracterizacion in vitro, analisis
cinéticos, ensayos de citotoxicidad y evaluacién en sistemas celulares, se validé a FI-B
como una sonda sensible para la deteccién directa de peroxinitrito producido
enddégenamente. Ademas, los datos obtenidos permitieron estimar el flujo intracelular
de peroxinitrito en células endoteliales normales, y en un modelo de parasitos
internalizados por macréfagos.

Estos estudios fueron punto de partida para colaborar tanto con los integrantes de
nuestro grupo de investigacion, como con otros grupos de investigacion nacionales y
extranjeros. Estas investigaciones utilizaron a FI-B aqui desarrollada, como herramienta
para el entendimiento de los mecanismos moleculares y celulares en el desarrollo de
patologias relacionadas con el estrés nitroxidativo generando un gran avance para el
area redox.

Se realiz6 un estudio mecanistico con oxidantes marcados isotopicamente para
completar la elucidaciéon del mecanismo de reaccion de boronatos con oxidantes de
relevancia biol6gica. Como resultado se demostré inequivocamente el origen de los
atomos de oxigeno en los productos formados. En este contexto, fue posible producir
oxidantes marcados isotépicamente como radical superdxido (*¥0.™), peroxinitrito
marcado (**ON0*0™), y peroximonocarbonato marcado (HC*0,*®0,™). Se demostrd
por primera vez de forma directa que la formacion de 2-hidroxietidio (2-OH-E*) a partir
de la sonda hidroetidio (HE) ampliamente utilizada para la deteccion de superéxido,
implica la incorporacién de un atomo de oxigeno proveniente del 80,"—. También se
demostré que la oxidacion de boronatos por Hz*¥0, o *ON*®0*0— se acomparia de la
incorporacién de atomos de oxigeno provenientes de estos oxidantes, y no del medio
de reaccion. La incorporacion de atomos de oxigeno provenientes del oxidante elimina
cualquier tipo de ambigiedad sobre la identidad de la especie que se va a detectar.
Conocer el mecanismo de reaccion completo de las sondas reporteras con analitos
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especificos, es crucial para un correcto y riguroso entendimiento del sistema en estudio
tanto in vitro como in vivo.

Por dltimo, se trabajo en el disefio de una nueva clase de compuestos con una mejor
capacidad antioxidante que actlen previniendo o modulando el dafio nitroxidativo,
permitiendo el estudio y tratamiento de disfunciones redox. En este sentido, se
desarrollaron nuevos compuestos basados en sustitucion bordnica derivados de
tocoferoles para la detoxificacién de peroxinitrito.
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Introduccion

1. Evolucién y comienzos de la biologia redox aerdbica

Todas las plantas y animales requerimos oxigeno molecular (O.) para una eficiente
produccién de energia, con excepcion de aquellos organismos que se encuentran
especialmente adaptados para vivir en condiciones anaerobicas.

Sin embargo, esto no siempre fue asi. Temprano en la historia de la Tierra, aunque el
oxigeno era uno de los elementos mas abundantes en el planeta, practicamente todo el
oxigeno se encontraba unido en compuestos, principalmente formando agua y rocas de
silicato, por lo que practicamente no habia oxigeno libre (1).

El O libre aparecié en cantidades significativas en la atmdsfera terrestre hace mas de
2.200 millones de afios, en gran parte debido a la evolucion de la fotosintesis oxigénica
por cianobacterias unicelulares. Esto provocd uno de los cambios mas drasticos en la
historia de la vida en la Tierra: al liberar oxigeno como subproducto del proceso de
fotosintesis, se modificd la composicién de la atmdsfera primitiva, y de esta forma se
define el camino por el cual evolucionarian los seres vivos complejos: la vida aerébica.
La atmésfera terrestre comenzo a enriquecerse en oxigeno hasta entonces ausente. El
oxigeno liberado tardé mas de 1000 millones de afios en acumularse, ya que al principio
reaccionaba con el hierro presente en los mares y con gases de origen volcanico (1).
El aumento del O, atmosférico fue ventajoso en al menos dos formas (2); condujo a la
formacion de la capa de ozono (O3) en la estratésfera que protege a los organismos
vivos de la radiacion UV-C (que pudo haber ayudado a los organismos a abandonar el
mar y colonizar la tierra), y elimin6 el hierro ferroso (Fe*?) en ambientes acuosos
formando complejos insolubles de hierro férrico (Fe*3), los que precipitan en solucién
como Fe;0s (s), dejando so6lo trazas de hierro soluble en mares y rios. Esta especie de
Fe*2 reacciona con peroxido de hidrégeno (H202) para producir radical hidroxilo ("OH)
altamente reactivo y de gran toxicidad (2). Esta reaccion llamada reaccién de Fenton
sera descrita en la Secciones siguientes.

La aparicién del oxigeno en un mundo anaerébico trajo problemas para los organismos
entonces existentes, ademas los subproductos del metabolismo del oxigeno eran
sustancias toxicas, por lo que debieron desarrollar mecanismos contra éstos. Muchos
anaerobios murieron, mientras otros organismos desarrollaron defensas antioxidantes
para protegerse contra la toxicidad del O,. Una de las primeras pudo haber sido el
desarrollo de proteinas que unen hierro para proteger el ADN contra la reaccién de
Fenton (3).

El desarrollo de sistemas antioxidantes fue un camino ventajoso para los organismos,
aquellos que toleraron el O, podrian evolucionar aiun mas y usarlo para
transformaciones metabdlicas, evolucionando a vias metabdlicas mucho mas eficientes
y complejas que las anaerdbicas. La respiracion aerdbica es un proceso mucho mas
rapido y eficiente en la obtencién de energia, donde el O, participa en la cadena de
transporte de electrones como el aceptador final, que la fermentacion anaerébica (4).
Este cambio en el metabolismo aerdbico aumenté el rendimiento en la produccién de
ATP mas de 15 veces (4). La evolucion en la produccién mas eficiente de energia
permiti6 el desarrollo de organismos multicelulares complejos. Por lo tanto, los
organismos aerobios, evolucionaron de manera de poder utilizar el gran potencial del
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O para su propio beneficio. Sin embargo, la utilizacion de la respiracion los llevo
conjuntamente a desarrollar sistemas de proteccion contra la oxidacién de componentes
celulares, resultando inevitablemente de los subproductos del O..

El hecho de que los organismos aerobios necesiten de O, para sobrevivir, pero deban
constantemente protegerse de su toxicidad se conoce frecuentemente como la paradoja
del oxigeno (5).

El oxigeno permitié la evolucion de metabolismos mas eficientes, condicionando la
evolucién de la vida en una direccion que condujo al origen de los eucariotas, es decir
al linaje celular que mas tarde daria lugar a seres tan complejos como las plantas y los
animales.

2. Quimica biolégica del oxigeno y especies derivadas

A mediados del siglo XVII los cientificos reconocieron que el aire contenia un compuesto
asociado con la combustion y la respiracion. Este componente fue aislado en forma
gaseosa por primera vez en 1774 por Joseph Priestley, cientifico y tedlogo inglés, quien
descubre el O (g), y reconoce su papel fundamental para los organismos vivos.
Antoine Lavoisier, quimico, bi6élogo y economista francés, considerado el padre de la
guimica moderna, dio posteriormente el nombre al elemento Oxigeno, que significa
“formador de acidos”. En la época en que se le dio esa denominacion se creia,
erréneamente, que todos los acidos requerian oxigeno en su composicién.(6)

El oxigeno tiene dos al6tropos, O, y Os. El trioxigeno (O3) se conoce habitualmente
como ozono. Este se produce en la atmésfera superior cuando el O, se combina con el
oxigeno atémico a causa de la escision del O, por la radiacion ultravioleta.

El oxigeno que encontramos en la naturaleza se compone de tres isGtopos
estables: %0, 'O y 180, de los cuales el 0O es el mas abundante (99.762 %
de abundancia natural), O (0.038 % de abundancia natural) y O (0.2 % de
abundancia natural). (7)

La configuracion electrénica del oxigeno atémico es [He]2s?2p*. El oxigeno molecular
O, es un birradical, una molécula con dos electrones desapareados con spines
paralelos, llamado estado triplete (*0.), (Figura 1). Esto le da la caracteristica de
paramagnético al O,. El O, basal en estado triplete puede excitarse, por ejemplo,
fotoquimicamente haciendo que los e~ desapareados pasen a encontrarse en el mismo
orbital. La especie energéticamente excitada del oxigeno se conoce como oxigeno
singulete (*O.). El oxigeno singulete tiene spin neto cero (todos estan apareados) y no
es paramagnético, (Figura 1). Este derivado de O» es muy reactivo, debido a que posee
un orbital desocupado. Puede ser formado por transferencia de energia de cromoforos
excitados, tanto exdgenos como enddgenos (8).


https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno-16
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ox%C3%ADgeno-17&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno-18
https://es.wikipedia.org/wiki/Abundancia_natural
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Estado fundamental: O, Oxigeno Singulete: 10,
(Triplete 3%,) ('ay)
oA -O: _,ﬂ_op‘ oa -O: oa +O: __ﬂ‘__op* oa -0:

2 4t %ijfi&_ Lo 4-i—‘1 YRS
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Figura 1. Distribucion electrénica del oxigeno molecular en su estado fundamental (Oz) y sus
especies derivadas, oxigeno singulete (*O2), radical superéxido (O2"—), y anion peréxido (022-).
La combinacion de Orbitales Atémicos (OA) de dos atomos de oxigeno, da lugar a Orbitales
Moleculares (OM) del O2. La teoria de los Orbitales Moleculares (OM) describe la configuracion

electrénica mostrada:
O2: (613)2((5*13)2(623)2(6*23)2(02p)2(7I2px)2(7132py)2(7t*2px)1(7I*2py)1

102: (Gls)z(6*15)2((525)2((5*25)2((52p)2(7'£2px)2(7'[2py)2(7l?*2p><)2
O (613)2((5*13)2(625)2(6*23)2(GZp)2(TEpr)2(7T2py)2(7[*2px)2(7[*2py)1

022~ (613)2(6*13)2((523)Z(G*ZS)Z(GZp)2(7I2px)2(7I2py)2(7t*2px)2(7t*2py)2

TFL

2s e

o+ +
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El O; es esencial para la vida de los organismos aerobios. Como elemento se encuentra
en combinacion con otros en una amplia variedad de compuestos, y constituye el 89%
del agua en masa (como H-0), y el 20.9% del aire en volumen (como O2(g)). (1)

A la temperatura corporal el oxigeno es relativamente inerte debido a una elevada
energia de activacion para las reacciones de oxidacion. Las reacciones metabdlicas
tienen lugar a la temperatura corporal, bastante por debajo de la temperatura necesaria
para activar el oxigeno libre. En las reacciones redox biolégicas en las que participa el
O., este debe activarse, generalmente mediante iones metalicos como el hierro y el
cobre; estos metales tienen electrones desapareados y forman complejos oxo-
metdlicos. Todas las enzimas que utilizan el Oz in vivo son metaloenzimas, incluso las
proteinas transportadoras de oxigeno, hemoglobina y mioglobina, contienen hierro en la
forma hemo. (9)

Aproximadamente el 90% de nuestro consumo de O se destina a la fosforilacion
oxidativa para la sintesis de ATP. Las enzimas que precisan O; para las reacciones de
hidroxilacion y oxigenacion consumen aproximadamente el 10%, y una fraccion residual
~ 1%, se convierte en especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species) (4, 9). Las especies reactivas del oxigeno intervienen también en la regulacion
del metabolismo y en las defensas inmunitarias frente a un agente patégeno.

2.1 Especies derivadas del oxigeno
Productos de reduccion

La reduccion total del O, por 4 e~ para dar 2 equivalentes de H,O, segun la Ecuacion 1,
es un proceso termodindmicamente favorable y la energia libre asociada tendra signo
negativo dada por la ecuacién G = -nFE®"

O;+4H"+4e~ —> 2H:0 E°=0.815V Ecuacién 1 (4)

A pesar de que el proceso es energéticamente favorable, la reduccion concertada por 4
e~ es muy rara en medios biol6gicos, ocurriendo generalmente por una serie de pasos
que involucran reduccionesde 1 02 e™.

Las reducciones parciales generan distintas especies reactivas derivadas del oxigeno,
algunas radicalares como radical superéxido (O27), e hidroxilo ("fOH), y otras no
radicalares como peréxido de hidrégeno (H20,).

Radical Superéxido (02™)

El O, en su estado fundamental triplete puede facilmente aceptar un e~, quedando el
orbital "2px completo con 2 e~ apareados confiriendo la carga negativa, y el otro orbital
m'2py con un e~ desapareado dando el caracter de radical (Figura 1).

Por lo tanto, el superdxido es un radical aniénico producto de la reduccién univalente
del O, Ecuacion 2:

O,+e— —> Oy~ E“=-0.16V Ecuacion 2 (10)
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Ya en 1931 Linus Pauling, quimico y bioquimico estadounidense, predijo la existencia
del superéxido, basado exclusivamente en teorias de mecénica cuantica (11).

El superoxido es capaz de reaccionar consigo mismo en una reacciéon de dismutacion
generando H2O2 y Og, la cual puede ocurrir de manera espontanea (12), o ser catalizada
por la enzima superéxido dismutasa (SOD) (13), Ecuacion 3. La velocidad de la
dismutacién espontanea depende del pH (k = 2-3 x 10° Mst a pH 7.4 (14)), siendo
mas rapida a pH acido que alcalino.

20~ +2H* —> H,02+ O, Ecuacion 3

Desde el punto de vista redox, el superéxido es un moderado agente reductor y oxidante
(E° 02/02.— = -0.18 V; E° 02202 = 0.91 V) (15). Es capaz de reducir por un electrén a
una gran variedad de metales de transicion, como por ejemplo al hierro (Fe*®) del
citocromo ¢ (Cyt ¢) (16) y de oxidar centros de hierro-azufre (Fe-S)(17). Por su propiedad
de radical, el superdxido reacciona con otros radicales como el éxido nitrico (*NO) a
velocidades controladas por difusion (k ~10*° Ms1), con el radical fenoxilo (CeHsO*) y
el radical inddlico (18).

La formacién de superéxido conduce mas que a efectos directos de esta especie, a la
generacion de nuevas especies con mayor poder oxidante como H2O; y peroxinitrito,
como se discute mas adelante.

Los organismos vivos producen flujos sostenidos de radical superéxido de manera
fisioldgica, el cual puede ser producido enzimaticamente por las diferentes isoformas de
la enzima NADPH oxidasa (Nox) o por Xantin oxidasa (XO). Esta especie radicalar
también se genera de manera no enzimatica mediante la fuga de electrones en
diferentes sistemas enzimaticos como 6xido nitrico sintasas (NOS), monooxigenasas y
NADH deshidrogenasas, ciclooxigenasas, lipoxigenasas y principalmente en
componentes de la cadena de transporte de electrones mitocondriales especialmente
en los Complejos I, 11y 111, (19)

En el catabolismo de purinas, la XO cataliza la oxidacion de hipoxantina y xantina en
presencia de O para dar acido urico, H>0; y O2*~ como productos de la reaccién (20).
La familia Nox, es un grupo de enzimas que sintetizan O,*~ a expensas de NADPH y
0., las cuales varian en funcion, localizacion celular, y forma de regulacion (21). La Nox-
2 se expresa principalmente en fagocitos profesionales como macréfagos, neutrdfilos y
células dendriticas, los que tienen la capacidad de activarse al fagocitar un agente
patégeno y generar radical O2*~. Los macréfagos, junto a los neutréfilos y otras células
reclutadas al sitio de invasion, forman parte de la primera defensa del huésped frente al
ingreso de patdgenos, controlando la proliferacion y la diseminacion. La actividad de la
Nox-2 depende de los estimulos fagociticos: luego del reconocimiento del patégeno,
desencadena el ensamblaje del complejo enzimético activo en la membrana plasmatica,
con posterior fosforilacion de componentes citosélicos claves (22). La invaginacion de
la membrana celular durante la fagocitosis genera que la produccion de O,*~ sea hacia
el lumen de la vacuola, destinado a causar dafio oxidativo al patégeno internalizado, ya
gue se genera una alta concentracion de esta especie en un pequefio volumen. En el
fagosoma, también se genera H»O- por la dismutacion espontanea del O2* .

La produccion de O2*— no ocurre indefinidamente, sino que es por un tiempo limitado.
La produccion de Oz*— en macrofagos por la Nox-2 se mantiene durante ~90 minutos,
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a este evento se le ha dado del nombre de Estallido Respiratorio. El estallido respiratorio
es la liberacion rapida de especies reactivas del oxigeno (O>*— y H,0O,) por diferentes
tipos celulares. Baldridge y Gerarde en 1932 describen el fendbmeno por primera vez,
donde observaron que la fagocitosis se acompafiaba de un gran aumento del consumo
de oxigeno de forma transitoria (23). Mas adelante, se determind en células
polimorfonucleares (PMN) que dicho aumento en el consumo de oxigeno era
independiente de la cadena respiratoria mitocondrial ya que no respondia a inhibidores
mitocondriales, y que se acompafaba de un aumento en la ruta de las pentosas y en la
producciéon de H2O- (24, 25).

El 6xido nitrico (*NO) tiene un rol fundamental en la respuesta inmune mediada por
macroéfagos, el cual reacciona O,*~ para dar peroxinitrito (ONOO~/ONOOH) molécula
central en el desarrollo de esta Tesis, que se describird mas adelante.

La vida media del radical O2*~ es muy baja (tz2< 1 ms) en sistemas bioldgicos, debido
fundamentalmente a la reaccién de dismutacién catalizada por las distintas isoformas
de la enzima superéxido dismutasa (SOD) (k = 2 x 10° M's?), siendo la constante de
velocidad 10.000 veces mayor que la dismutacion espontanea (Ecuacion 3), y ademas
por la reaccidén con el 6xido nitrico (*NO) (k ~ 10° M1s? (26)) dando peroxinitrito
(ONOO~/ONOOH).

Per6xido de Hidrégeno (H20,)

La reduccién del radical superdxido por adicion de un electron genera otra especie
derivada del oxigeno que se denomina perdxido (O2>7). El nuevo e~ incorporado se
aparea con el electrén del orbital "2y, formando un anién no radicalar (Figura 1).

Los compuestos llamados perdxidos contienen el enlace peroxilo O—O, con el oxigeno
en un estado de oxidacion de -1. Cuando la carga negativa es neutralizada por dos
protones, el producto es perdxido de hidrogeno (H-0-), un compuesto sin carga. No es
un radical, es relativamente estable en condiciones fisiolégicas y su permeabilidad es
similar a la del agua, lo que le permite difundir a través de membranas.

El H20, tiene un pKa de 11.7, por lo que a pH fisiol6gico s6lo el 0.005% esta en la forma
desprotonada (HOO™)(27). El anibn HOO— es un nucledfilo fuerte, pero sus reacciones
en medios biol6gicos estan limitadas por el alto pKa.

El H,O; es un oxidante fuerte por 2 electrones (E° nzo2m20-1.35 V, (15)), pero reacciona
pobremente con la mayoria de las moléculas biolégicas debido a una alta energia de
activacion, por lo que sus reacciones estan controladas cinéticamente en lugar de
termodindmicamente (28). Es un oxidante débil por un electrén (E° v202-01=0.38 V, (15)),
sin embargo, el producto de reduccién por un electrén, el radical hidroxilo ("OH) es uno
de los oxidantes mas fuertes conocidos.

Una de las principales fuentes de H.O. en sistemas biologicos proviene de la
dismutacion (enzimatica o espontédnea) del O;*~, producido por la Nox-2, o por fuga de
e~ en la cadena respiratoria mitocondrial. La produccion directa de H.O; por sistemas
enzimaticos se produce por diferentes oxidasas, muchas de las cuales actian en tipos
celulares y en compartimentos subcelulares especificos, como la xantina oxidasa (XO),
monamina oxidasa (MAO), o D-aminoé&cido oxidasa (DAO), entre otras (29).

El H.O., ha sido identificado como un segundo mensajero en diferentes vias de
sefializacién celular, en parte debido a que es capaz de reaccionar con residuos
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especificos de cisteinas propensas a la oxidacion debido a que se sitian en entornos
que reducen su pKa, proporcionando la especificidad necesaria para la sefializacion (28,
29).

Su vida media depende principalmente de la actividad de enzimas detoxificantes como
la catalasa que cataliza la conversion de H2O2 en H20 y Oz, la glutatién peroxidasa que
lo reduce a H>O a expensas de la oxidacion de glutation (GSH), y otras peroxidasas que
varian segun el tipo celular (28, 29).

La concentracién local de H.O, depende de su generacién y de su eliminacion. El H20»
tiene una gran difusion y ademas atraviesa membranas a través de canales llamados
peroxiporinas (analogos a las acuporinas)(30). La difusion a través de membranas, junto
a la rapida remocion por los sistemas antioxidantes intracelulares, genera un importante
gradiente de concentracion entre el medio intracelular y el medio extracelular.

El H.O, producido por dismutacion en el estallido respiratorio puede causar dafio
oxidativo al agente patégeno, por ejemplo, la toxicidad del H.O. hacia Trypanosoma
cruzi (agente causante de la enfermedad de Chagas) fue estudiada in vitro resultando
una especie nociva para el parasito (31). Ademas, genera especies derivadas como
radical *OH a partir de la reacciéon de Fenton (Ecuacién 4) o el ciclo Haber-Weiss
(Ecuacion 6).

Radical hidroxilo (“OH)

El *OH es una especie radicalar con un gran poder oxidante (E®.onm20 = 2.31V, (15)) y
altamente reactivo.

Henry John Horstman Fenton, fue un quimico britanico quien describe por primera vez
en 1893 el reactivo de Fenton, compuesto por una solucién de perdxido de hidrégeno
con un catalizador de hierro, generando un nuevo compuesto altamente oxidante
utilizado para tratar contaminantes y desechos acuosos (32). La reaccién de Fenton
escrita en su forma mas simple como muestra la Ecuacion 4, donde el radical *OH se
genera mediante la reaccion entre el H,O; y el Fe*? libre.

H.O, + Fe*? —> Fe**+ OH™ + *OH Ecuacion 4

El Fe*? puede ser reducido nuevamente ya sea por el O,~ (ciclo Haber-Weiss, Ecuacion
5). En el ciclo Haber-Weiss nombrado en homenaje a Fritz Haber, quimico alemany a
su estudiante Joseph Joshua Weiss, quienes lo describieron en los afios 1930s, se
generan radicales *OH a partir de H,O, y O>"—. El primer paso del ciclo catalitico se
produce por la reduccion del hierro férrico a ferroso, y en un segundo paso la reaccion
de Fenton:

i) Fe** + Oy —> Fe? + 03 Ecuacién 5

i) Fe?* + H,0, — Fe* + OH~ + *OH (Reaccién de Fenton, Ecuacion 4)

Dando como reaccion neta: Oz~ + H,O, —> *OH + OH— + O, Ecuacion 6

El radical hidroxilo debido a su alta reactividad es capaz de reaccionar de manera
inespecifica con casi todas las moléculas biolégicas a una velocidad controlada por
difusién. Por lo tanto, in vivo tiene una vida media extremadamente corta (t12< 1 ns), ya
gue se combina rapidamente con moléculas en su vecindad inmediata. Esto hace que
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sea una especie con poca difusién, lo que le confiere un poder citotoxico relativo, debido
a que muchas veces la reaccion ocurre con moléculas o en residuos proteicos no criticos
y por tanto, no tiene efecto sobre las funciones celulares.

Sin embargo, es capaz de oxidar bases purinicas y pirimidinicas del ADN generando
mutaciones y/o muerte celular. También es capaz de abstraer un &tomo de H de tioles,
dando la especie radicalar tiilo (-RS’), la cual al combinarse con oxigeno genera
especies radicalares oxo-sulfuradas con alta reactividad (33).

El radical *OH también es capaz de iniciar reacciones radicalares en cadena de
peroxidacion lipidica. Esto ocurre cuando el *OH se genera cerca de membranas
celulares y ataca acidos grasos y fosfolipidos de membrana, pudiendo generar especies
peroxilicas radicalares (-ROO®), los que abstraen un proton dando el hidroperéxido
lipidico (-ROOH) correspondiente.

La acumulacién de hidroperoxidos lipidicos dafia la membrana alterando su funcion, y
ademas éstas especies generan aldehidos derivados altamente citotoxicos (33).

Las proteinas que unen iones metalicos (como transferrina, ferritinas y metalotioneinas)
impiden la reaccion de Fenton (Ecuacién 4), limitando la formacion de este radical (2).

Otras especies derivadas del oxigeno
Acido hipocloroso (HOCI)

El 4cido hipocloroso (HOCI) es un &cido débil con un pKa = 7.47 (27), por lo que a pH
fisiol6gico existe tanto como anién hipoclorito (ClIO™) ~46%, y como acido HOCI ~54 %.
Es un oxidante por dos electrones moderado E° wocici™ = 1.07 V (34), mientras que el
potencial de reduccién por un electron es muy bajo, E° nocic’ = 0.17 V (34), sugiriendo
que esta especie probablemente no reaccione por este mecanismo.

En medios bioldgicos, cuando el H,O2 no es sustrato de enzimas detoxificantes, puede
dar lugar a la formacién de HOCI por la accion de la enzima mieloperoxidasa (MPO).
Un mecanismo presente en neutréfilos (pero no por macréfagos) para eliminar agentes
patdgenos es mediante la enzima MPO, en donde la fagocitosis se acompafia de
degranulacion. Esta enzima cataliza la oxidacion de aniones cloruro (CI—) por H.Oo,
producido en la dismutacion de O,'—, para dar acido hipocloroso (HOCI), Ecuacién 7.

(6]
H,0,+ Cl- =% HOCI + OH— Ecuacion 7

De manera anéloga, si estuvieran presentes aniones bromuro en el medio, la MPO es
capaz de catalizar la formacion de acido hipobromoso (HOBr).

3. Especies Reactivas del Nitrogeno

Las especies reactivas del nitrégeno (RNS) (del inglés, Reactive Nitrogen Species) son
un grupo de compuestos que incluyen al 6xido nitrico (*NO), el peroxinitrito (ONOO~
/ONOOH), y el diéxido de nitrogeno (*NO.), como las especies derivadas del *NO
biologicamente relevantes. Tienen diferentes propiedades fisicoquimicas y diferente
reactividad, como se describe a continuacion.
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Oxido nitrico (*NO)
Propiedades fisicoquimicas y reactividad

El 6xido nitrico o monoxido de nitrégeno (+NO), es una especie radicalar diatomica (tiene
namero impar de e—, pero carga neta 0), es relativamente estable y existe en estado
gaseoso a 25°C y 1 atm. Es poco soluble en agua (1.94 + 0.03) mM y 10 veces mas
soluble en disolventes organicos a 25°C (35). La hidrofobicidad del *NO permite la
difusion a través de membranas lipidicas con alto coeficiente de permeabilidad en estas
(18 — 73 cm s* (36, 37)) y con un alto coeficiente de particién en liposomas como
modelos de membranas de 4.4 (38). Dicha permeabilidad hace que la mayoria de las
membranas no sean un factor limitante en la difusion de esta especie, por lo que es
capaz de actuar en compartimentos celulares distintos al de su origen, y ademas en
células vecinas (accion paréacrina).

A diferencia de otras especies radicalares, tiene poca capacidad redox (E° no+-no = 1.21
V; E* .nomno— = 0.4 V (39)), y no reacciona de forma rapida con la mayoria de las
biomoléculas. Entre los blancos biol6gicos principales se encuentran los centros
metalicos en proteinas, por ejemplo, la coordinaciéon con el hemo ferroso (Fe*?) en la
guanilato ciclasa soluble responsable de muchos efectos fisioldgicos del *NO, también
grupos hemo de oxihemoglobina, o citocromo oxidasa.

Es capaz de reaccionar rapidamente con especies radicalares como O, ~, radical tiilo (-
RS"), radicales proteicos y lipidicos mediando reacciones de terminacion (40).

El 'NO da lugar a varias especies que derivan de él, destacandose por sus efectos
patogénicos al peroxinitrito, formado por la reacciéon de *NO con Oz~ a velocidades
controladas por difusion (k ~ 10°-10%° M1s?) (26), y al radical diéxido de nitrégeno (sNO-)
formado por la reaccién de *NO con O; (k = 6 x 10° Ms?) (41).

La reaccién de *NO con oxigeno molecular, denominada autoxidacién, es un proceso
complejo que genera diferentes productos y varias especies intermedias.

Entre las especies intermedias reactivas que se forman en este proceso, esté el radical
dioxido de nitrogeno (*NO.), el 6xido de nitrdgeno (l11) (N2Os3) y el 6xido de nitrégeno (1V)
(N2O4), llegando a productos finales mas estables como el nitrito (NO27) y el nitrato
(NOs™) (42). El proceso de autoxidacion se considera demasiado lento para ser
relevante en la mayoria de las condiciones fisiologicas, debido a las concentraciones
fisiol6gicas de *NO y O, por lo que la autoxidacion no limitara su difusién desde el sitio
de produccion hasta su sitio de accion. Sin embargo, la reaccion del *NO con el O, es
particularmente importante en membranas, ya que ambas moléculas se concentran en
dicho ambiente y la reaccion puede ocurrir hasta ~300 veces mas rapido (43).

Biogquimica y acciones bioldgicas del *NO

El factor de relajacién derivado del endotelio (EDRF) (del inglés, endothelium-derived
relaxing factor) fue descubierto primeramente por Furchgott y Zawadzki en 1980 (44), y
posteriormente demostrado por Ignarro y colaboradores (45), y paralelamente y de
manera independiente, por el grupo de Moncada y colaboradores (46), que se trataba
efectivamente de la molécula de *NO. Su descubrimiento como una molécula
sefalizadora del sistema cardiovascular condujo al Premio Nobel en 1998.
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La concesion del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia de 1998 a los cientificos
estadounidenses Robert Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid Murad por sus
descubrimientos en relacién con el oxido nitrico como una molécula mensajera en el
aparato cardiovascular, generé una importante polémica al excluir al cientifico
hondurefio Dr. Salvador Moncada de dicha mencion.

El *NO es el principal agente que media la vasorrelajacion del endotelio. El mecanismo
involucra la formacion de *NO por parte de las células endoteliales, que luego difunde
hacia la capa de musculo liso vascular adyacente, donde activa a la enzima guanilato
ciclasa soluble al unirse a su grupo hemo, desencadenando la produccion de GMP
ciclico (GMPc). Este segundo mensajero produce una disminucion en la concentracion
de calcio en el sarcoplasma de las células lisas vasculares, que induce la relajacion del
vaso sanguineo y descenso de la presion arterial (9, 47).

Otra importante propiedad biolégica del *NO es su capacidad para inhibir la agregacion
plaguetaria, asi como también la adhesion de las plaquetas al endotelio vascular (48).
Se ha demostrado, que el *NO inhibe la adhesién de leucocitos al endotelio al disminuir
la expresién de moléculas de adhesion intercelular como VCAM-1, ICAM, MCP-1y de
varias citoquinas proinflamatorias (49). Por otra parte, el *NO inhibe la proliferacion y
migracion de las células musculares lisas, lo que contribuye a sus acciones
antiaterogénicas y a sus efectos beneficiosos sobre la remodelacién vascular observada
en algunas enfermedades cardiovasculares (50, 51).

Ademas de su rol central en la homeostasis del sistema cardiovascular, el *NO es
sintetizado por otros tipos celulares como neuronas, neutréfilos y macréfagos, en los
gque participa en procesos fisiolégicos tales como la neurotransmision y la actividad
citostatica y citotoxica del sistema inmune, como se describe a continuacion.

Por otro lado, el *NO inhibe la respiracién mitocondrial principalmente por su union a la
citocromo oxidasa (Complejo 1V), lo que produce un aumento de Oz . Asi, el *NO
promueve la fuga de e, que conduce a la generaciéon de O, y por lo tanto formacion
de peroxinitrito intramitocondrial (52).

Ademas, sus especies derivadas (*NOz, ONOO™) son productos potencialmente
citotéxicos, vinculadas a procesos patoldgicos como la inflamacién, el sindrome de
isquémia-reperfusion, la neurodegeneracion y la sepsis, entre otros (53).

Produccién bioldgica de «NO

La familia de enzimas Oxido Nitrico Sintasas (NOS) son las responsables de la
produccién de *NO en sistemas bioldgicos, catalizando la oxidacion del grupo guanidinio
del amino&cido L-arginina, dando *NO y L-citrulina, como se muestra en el Esquema 1.
Esta familia consiste en tres isoformas: la isoforma constitutiva endotelial (eNOS), la
isoforma constitutiva neuronal (nNOS) que se expresan de forma ubicua, y la isoforma
inducible (INOS) controlado por expresibn génica en respuesta a citoquinas
proinflamatorias.

Las tres isoformas poseen el mismo mecanismo catalitico, pero difieren en sus
estructuras primarias y en sus regulaciones. Las dos formas constitutivas son
estrictamente dependientes del aumento de la [Ca*?] citosélico, mientras que, para la
iINOS, los niveles de Ca*™ basales son suficientes para que una vez inducida, sea
completamente activa por varias horas.
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NH, 0, H0 NOH 0, HO
R )I\ R )I\ R )’k + °NO
~ H NH, > < ~ H NH, > \Z‘ ~ N NH,
NADPH NADP* 1/, NADPH 1/, NADP* )
L-arginina N®-hidroxi- L-citrulina Oxido
L-arginina Nitrico

Esquema 1. Generacion de *NO. Reaccién catalizada por las diferentes isoformas de la NOS,
donde la oxidacién del grupo guanidinio del aminoacido L-arginina genera *NO y L-citrulina como
productos.

La enzima activa es un homodimero, cada monémero con un dominio reductasa C-
terminal, un dominio oxigenasa N-terminal y una regién de unién a la proteina
calmodulina (CaM) en el medio de ambos. Al aumentar la concentracién de Ca*?, se
activa la NOS al acoplar el dominio oxidasa y reductasa a través de la unién Ca*2-CaM.
La transferencia de e~ ocurre desde el NADPH al FAD y luego al FMN en el dominio
reductasa, pasando finalmente al hierro hémico de la subunidad oxidasa adyacente, que
permite la union de O, para formar un complejo transitorio oxigeno-ferroso.

Si bien la INOS fue clasicamente descrita en fagocitos profesionales, mas tarde se
demostré que también estaba presente en otros tipos celulares como cardiomiocitos
(54). La isoforma inducible presente en los fagocitos profesionales esta especializada
en producir grandes cantidades de *NO tras aumentar su expresion luego de la
induccién por estimulos proinflamatorios como ser el IFN-y y el lipopolisacarido (LPS).
La iNOS sintetiza mayores cantidades de *NO que las otras isoformas, aumentando la
concentracion en estado estacionario de esta molécula cerca de 1000 veces (de nM a
MM). Por otro lado, la duracién en su produccién es de muchas horas (> 20 h), hasta
que la misma es degradada. La iINOS se localiza difusamente dentro del citoplasma, y
ademas en vesiculas que son transportadas hasta el fagosoma tras la activacion
macrofagica.

La activacion simultdnea de iNOS y la produccion intrafagosomal de O, —, lleva a la
formacion de peroxinitrito dentro de la vacuola del fagocito. Asi el *NO formado en el
citosol del macréfago difunde a través de la membrana, y la formacion de peroxinitrito
ocurre en el sitio de produccion de O2'—. La generacion de peroxinitrito explica la mayor
capacidad citotoxica de macrofagos contra muchos microorganismos, como T. cruzi (55,
56), Mycobacterium tuberculosis (57), y Leishmania sp. (58), entre otros.

Las isoformas endotelial y neuronal se expresan constitutivamente y pueden generar
concentraciones de *NO en estado estacionario en el rango nM, participando en
procesos donde el *NO actia como molécula sefializadora (59).

La NOS endotelial (eNOS), modula el tono vascular a través de la activacion mediada
por *NO de guanilato ciclasa y consecuente formacion de cGMP en el musculo liso,
como se describio anteriormente.
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La tetrahidrobiopterina (BH.) es un cofactor requerido por todas las isoformas de NOS
para su actividad, aunque su rol preciso en el mecanismo de reaccion ha sido
controversial. Sin embargo, si los niveles de BH4 intracelulares se vuelven insuficientes
para sostener la actividad de la enzima, se produce el desacople entre la oxidacion de
la L-arginina y la reduccion del oxigeno molecular, lo que resulta en la formacion de O,
por reduccién monoelectronica del O, en el dominio oxigenasa. Esta situacion, que se
conoce como desacople de la NOS, también ocurre frente a bajas concentraciones de
L-arginina, asi como por oxidacion y desensamblaje del cluster Zn*-tiolato presente en
la enzima (60).

Este estado desacoplado de la eNOS, lleva a la co-existencia simultdnea de O>"~y *NO,
por lo tanto a la formacion de peroxinitrito en el citosol celular. El desacople de la eNOS,
ha sido asociado con diferentes trastornos que involucran disfuncién endotelial, como la
hipertensién y la aterosclerosis, entre otras (53, 61).

Di6xido de nitrégeno (“NO>)

El diéxido de nitrégeno (*NO>) es una especie radicalar gaseosa a 25°C y 1 atm. Tiene
baja solubilidad en agua y dimeriza a N204, el cual es mas soluble en agua, pero
rapidamente homoliza a NO,~ y NO3~ (k = 1000 s?) (62). Sin embargo, bajo condiciones
fisiol6gicas donde la concentracion de *NO- es baja (< 1uM), la dimerizacién que es un
proceso reversible (Keq = 7 x 10* M), compite con reacciones bimoleculares de *NO;
con diferentes blancos presentes en mayor concentracion (42).

Es un oxidante moderadamente fuerte (E° ‘noanoz— = 0.99 V (63)), y participa en
reacciones de recombinacién con otros radicales, adicion a dobles enlaces, reacciones
de transferencia de e, y es capaz de abstraer &tomos de H del enlace C—H en
compuestos aromaticos. Entre las reacciones de recombinacion se encuentran las
reacciones con radicales lipidicos y proteicos que llevan a la formacion de los
correspondientes compuestos nitrados. Es de destacar la reaccién a velocidades
controladas por difusién con el radical tirosilo (TyrO) en proteinas dando 3-nitrotirosina
(3-NO2-Tyr), un biomarcador clasico de nitracion (64).

En sistemas biol6gicos, existen diferentes fuentes enddgenas de produccion de *NO-,
como: (i) la autoxidacion del *NO, mencionada mas arriba, (ii) oxidacién de NO,—
catalizada por diferentes hemo-peroxidadas (mieloperoxidasa MPO y eosinésilo
peroxidasa), (iii) oxidacion no enzimatica de nitrito por oxidantes fuertes de un electrén
como *OH, COs*~ y ROOQO¢, (iv) o proveniente de la homodlisis del enlace peroxilo (O—O0O)
del &cido peroxinitroso (ONOOH), o del nitrosoperoxocarboxilato (ONO,CO,™) aducto
formado entre el anién peroxinitrito y CO, (53), como se describe mas adelante.

Peroxinitrito (ONOO~/ONOOH)
Quimica del peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOO—/ONOOH)!, es una especie altamente reactiva, central en el
desarrollo de esta Tesis. Es producto de la reaccién radicalaria entre superéxido (O2°7)

1 De acuerdo a IUPAC, los nombres recomendados para el peroxinitrito anion y su acido
conjugado son oxoperoxonitrato(1-) y oxoperoxonitrato de hidrogeno, respectivamente.
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y 6xido nitrico ("NO), la velocidad de esta reaccion radicalar es extremadamente rapida,
cercana a los limites controlados por difusion (k ~ 10%° M s1), formando como producto
al anion no radicalar (ONOO™) Ecuacion 8, (26).

O~ ++*NO —> ONOO—~ k=0.5—1.9x10"°M*s? (26,65) Ecuacion8

La reaccién de formacién es termodinamicamente favorable por la formacion de un
nuevo enlace covalente N—O, a expensas de la combinacion de dos e~ desapareados
de las especies precursoras (66).

La forma aniénica (ONOO™) esta en equilibrio con su &cido conjugado, &cido
peroxinitroso! (ONOOH, pKa = 6.8 (67)), Ecuacion 9. Por lo tanto, debido a su pKa a pH
fisiolégico predomina la forma anionica (80%), sobre la forma acida (20%).

+

ONOO ™ --—H—"‘ ONOOH Ecuacion 9

El &cido peroxinitroso puede sufrir ruptura homolitica del enlace peroxilo (O—O) a los

radicales derivados *OH y *NO., con una constante de homodlisis (kn) de primer orden de
0.9stapH 7.4y 37°C, Esquema 2.

H* + NO;
ka
k . L[]
ONOOH ¢>[ OH,"NO, T
kB * *
OH +'NO,

Esquema 2. El ONOOH puede sufrir homdlisis a los radicales *NO2 y *OH con un 30% de
rendimiento (ks), o rearreglar a NOz— con un 70% de rendimiento (ka). Los radicales *OH y *NO:
se pueden recombinar en la caja del disolvente para dar nitrato o difundir a la solucién.

La forma acida sin carga ONOOH puede difundir a través de membranas biolégicas
(constante de permeabilidad ~ 1 x 10 cm st), mientras que el anion ONOO~, puede
utilizar canales aniénicos (68).

El anibn ONOO™ podria existir como dos isdmeros geométricos cis y trans, sin embargo
esta presente en soluciébn mayoritariamente en la forma cis, Figura 2.

o 0 Figura 2. Las dos conformaciones de peroxinitrito anion.
N\ / N\ En solucion y a pH fisiolégico esta presente
N—0 N—O\ _ mayoritariamente en la forma aniénica como isémero cis
_ O (69).
cis rans

La carga negativa en la conformacion cis del peroxinitrito estd parcialmente
deslocalizada sobre toda la molécula, lo que genera un enlace parcial débil entre los
oxigenos terminales, con la fuerza semejante a un enlace de hidrogeno. De hecho, esta
estabilizacién hace que el peroxinitrito tenga el pKa mas bajo (pKa = 6.8), que cualquier
otro peréxido, ademas esta deslocalizaciébn bloquea al peroxinitrito aniéon en la
conformacion cis limitando la rotacion del oxigeno terminal alrededor del enlace
OO—NO. Asi el oxigeno terminal del resto peroxilo no puede atacar directamente al N
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para formar nitrato (NO3™), debido a que la contraccién del &ngulo O-O-N generaria una
fuerte repulsion entre el oxigeno peroxilico terminal y el oxigeno unido al N, Figura 3.
Por el contrario, el oxigeno terminal en el isbmero trans puede atacar directamente al
nitrégeno por contraccion del angulo de enlace N-O-O, con un ligero alargamiento del
enlace peroxilo O-O permitiendo que el peroxinitrito trans se transforme directamente
en nitrato (70), Figura 3. La energia de activacion en la isomerizacioén entre las formas
cis y trans es de 21 — 24 kcal/mol, esta barrera es alta para que la isomerizacion ocurra
a una velocidad significativa a temperatura fisioldgica. Sin embargo, la protonacién para
formar acido peroxinitroso (ONOOH), reduce sustancialmente la barrera energética para
la isomerizacion del acido de cis a trans (70). A pesar de que el &cido peroxinitroso
también es més estable en la forma cis, puede isomerizar a trans y dar NOsz~ en una
considerable proporcion (-~ 70%), a diferencia del ONOO™.

Figura 3. Orbitales moleculares ocupados
mas altos y segundos mas altos (HOMO y 2nd
HOMO) para peroxinitrito aniénico cis y trans.
Las fases positivas y negativas de la funcién

s ONOO HOMO cis-ONOO- 20d HOMO de onda se indican en blanco y negro
respectivamente. La flecha indica cémo el
oxigeno del resto peroxilo terminal puede
atacar directamente al nitrégeno en el isdmero

L trans del peroxinitrito para formar nitrato
‘\ (NOs3™). Mientras que este ataque esti mas
impedido para el isbmero cis. Figura tomada

trans-ONOO™ HOMO trans-ONOO- 20d HOMO de (70).

El peroxinitrito es un potente oxidante y un nucle6filo fuerte, que puede generar
oxidaciones a multiples blancos biolégicos por uno o dos e, con potenciales de
reduccion de E° onoo-rNoz2 = 1.6 V'Y E® onoo-mo2-= 1.3 V, respectivamente (71, 72).
Tiene una quimica intrincada, la cual depende del pH y puede seguir vias radicalares, o
participar en reacciones directas.

La reactividad del ONOO~/ONOOH se divide en:

i) Reactividad directa: donde el ONOO™ actia como nuclédofilo fuerte, o puede participar
en oxidaciones por un e~ con metales de transicién; mientas que el ONOOH puede dar
oxidaciones por dos e~ con diferentes sustratos (RH) a los que oxida (ROH) (53).

i) Reactividad indirecta o mediada por los radicales *OH y *NO- derivados de la homolisis
del enlace peroxilico del &cido peroxinitroso: en este caso la velocidad de
descomposicion del ONOOH dependen del pH con una k de velocidad de 0.9 s* a pH
7.4y 37°C que aumenta con la disminucién del pH (53).

El peroxinitrito puede ser sintetizado quimicamente al hacer reaccionar H>O» con
NaNO;, o alternativamente mediante irradiaciéon UV de NOs~, y ha sido utilizado en
qguimica orgéanica para la hidroxilacion y nitracion de compuestos arométicos desde los
afos 20s (73). En estos primeros reportes se describe que al hacer reaccionar benceno
con una solucién de H>O, y HNO., y posterior alcalinizacién, se obtiene o-nitrofenol de
color rojo, técnica que era utilizada para detectar benceno en mezclas de hidrocarburos
(74).
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En los afios 50s, Halfpenny y Robinson reportan que el acido peroxinitroso se puede
utilizar para hidroxilar y nitrar compuestos aromaticos, y describen que las especies
responsables de estas modificaciones son efectivamente derivadas de la
descomposicién del &cido peroxinitroso. Sugiriendo que la homolisis de dicho acido
genera radicales *OH responsable de hidroxilar al benceno, mientras que la nitracion se
daria primeramente por formacion de un radical arilico por ataque del *OH, y
posteriormente nitracion por el radical *“NO, otro radical derivado de la descomposicion
del acido peroxinitroso. En estas reacciones también observan la aparicion de un
producto minoritario difenilico (74).

Mas tarde en 1982 Blough y colaboradores, demuestran que el O2*~ puede reaccionar
con el *NO para generar peroxinitrito aniénico en soluciones acuosas desgaseadas y
basicas (pH 12-13) (75).

Debido a su corta vida media en células y tejidos (t1> <10 ms) (76), como se discutira
mas adelante, el peroxinitrito no se puede aislar y detectar en muestras biolégicas a
través de técnicas espectroscépicas directas. Sin embargo, la absorbancia UV de
ONOO~ (&302 nm = 1670 Micm™ (77)) es muy Uutil en el laboratorio para la cuantificacion
de soluciones stock concentradas a pH alcalino ya que la forma anibnica es
relativamente estable en este medio (pH > 10).

Primeros reportes en el campo de la biologia

Si bien el peroxinitrito era utilizado en quimica orgénica desde principios del siglo XX,
las primeras evidencias de su formacion en organismos vivos aparecen a fines de la
década de los 80s cuando se estudiaba el factor de relajacién derivado del endotelio
(EDRF). Antes de conocerse efectivamente la identidad quimica del EDRF, se
observaba que la SOD aumentaba su vida media, por lo que se proponia que el Oy*~
era un scavenger o atrapador del EDRF. Esto ayudé a la identificacion del *NO como la
molécula responsable de la vasorrelajacion in vivo (78, 79). Una vez demostrado que
EDRF era *NO, el mecanismo tras la inactivacion observada fue rapidamente entendido
ya que la reaccion de *NO y O,*~ para dar peroxinitrito ya estaba descrita en la literatura
guimica por Blough y colaboradores (75).

El descubrimiento del peroxinitrito como oxidante bioldgico, aparece una vez integrados
los datos obtenidos por fisiélogos en relacién al *NO, con la literatura quimica en cuanto
a su formacién y reactividad.

La formacién de peroxinitrito en sistemas biolégicos y su posible rol como agente
citotéxico fue originalmente propuesto por Beckman y colaboradores en 1990 (80).
Posteriormente en 1991, Radi y colaboradores demostraron que el peroxinitrito era
capaz de oxidar tioles e iniciar la peroxidacion lipidica (67, 81). En esos primeros
trabajos, que proponen la formacion de peroxinitrito en sistemas biolégicos se
establecieron las bases para la exploracion de este importante agente oxidante y
nitrante in vivo.

Generacion endogena

Como se explicaba més arriba, el peroxinitrito es producto de la reaccion radicalaria
entre *NO y Oz*~ en una reaccion favorecida cinética y termodindmicamente (k ~ 10°
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Ms?). Sin embargo, si bien ambos precursores se forman fisiolégicamente en varios
tejidos, las concentraciones en estado estacionario de ambos radicales permanecen
bajas en condiciones basales, principalmente debido a la presencia de otros blancos
celulares y procesos competitivos que limitan su difusion y vida media.

Ademas, debido a que el peroxinitrito y sus radicales derivados (*OH y *NO,) pueden
iniciar diferentes vias capaces de causar oxidaciones biol6gicas perjudiciales, las
células estan equipadas con eficientes sistemas detoxificantes para prevenir tanto su
formacion (por ejemplo, superéxido dismutasas, SOD), como para detoxificarlo una vez
formado (peroxirredoxinas y glutatiébn peroxidasas) (76).

Las SODs catalizan la dismutacién de O,*— a H2O2 y O, con una constante de velocidad
extremadamente rapida (k ~ 10° Ms?), siendo este el principal destino del O2*~ en
sistemas biolégicos, debido a que las SODs son ubicuas y abundantes.

Sin embargo, el *NO es una de las pocas biomoléculas capaces de reaccionar lo
suficientemente rapido con O,*~ y es producido en cantidades suficientes como para
competirle a la dismutacién por la SOD.

Efectivamente, esté bien establecido que el peroxinitrito se forma en ciertos escenarios
patoldgicos, como inflamacién u homeostasis celular alterada, cuando la concentracién
en estado estacionario de sus radicales precursores aumenta varios ordenes de
magnitud (53, 66).

Por lo tanto, el *NO y O;*~ se tienen que encontrar en tiempo y espacio en el medio
celular para que la reaccion tenga lugar. El radical O,*~ tiene una corta vida media y
esta cargado negativamente a pH fisiolégico (pKa = 4.8), lo que limita su difusién a
través de membranas. Por otro lado, el *'NO es una molécula pequefa, sin carga e
hidrofébica capaz de difundir a través de las bicapas lipidicas pudiendo difundir varios
diametros celulares. Entonces, dadas estas diferencias es de esperar que el peroxinitrito
se forme principalmente en el sitio de produccién de Oz~ (por ejemplo en fagosomas
de macréfagos, matriz mitocondrial y citosol) (19).

Reactividad en sistemas bioldgicos

El peroxinitrito es tanto un agente oxidante fuerte, como un nucleéfilo fuerte, y estas
caracteristicas dictan gran parte de su destino en los sistemas biol6gicos (53). Los tipos
de reacciones en los que participa en medios bioldgicos, podrian clasificarse en:

i) Reactividad directa, donde el ONOO— actia como nucléofilo fuerte. Una reaccion
clave es la adicion nucleofilica del anion a diéxido de carbono (CO;) (Reaccion 3,
Esquema 3) debido a que el CO, estd presente en alta concentracion en medios
biol6gicos (1.2 mM) y tiene una constante de velocidad moderadamente rapida (k = ~
10* M1s?) (82) para dar el aducto nitroso-peroxocarboxilato (ONO.CO,7), el cual
rapidamente homoliza para dar los radicales diéxido de nitrogeno (*NO;) y carbonato
(COs*7) o isomeriza a nitrato (NOs™) (83, 84). EIl radical COs*~ es un oxidante
relativamente fuerte y el *"NO; es un oxidante mas moderado y también un buen agente
nitrante; por lo tanto, las especies radicalares derivadas de ONOOCO,;— promueven
eventos oxidativos secundarios.

También el peroxinitrito puede participar en oxidaciones por un e~ con metales de
transicion (Fe, Cu, Mn) (k ~ 10° M1s?) (Reaccién 4, Esquema 3), oxida clusters Fe-S de
las proteinas (66) y reacciona con tioles (k ~10° Ms) (67); mientas que el ONOOH
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puede dar oxidaciones por dos e~ con diferentes sustratos (RH) a los que oxida (ROH)
(Reaccién 5, Esquema 3) (53). Un excelente ejemplo de oxidaciones por dos electrones
corresponde a la reaccién mostrada en la Ecuacion 10, donde el tiolato ataca al 4cido
peroxinitroso por un mecanismo via Sy2, dando el derivado de 4cido sulfénico (RSOH)
Yy nitrito.

ONOOH + RS~ — NO; + RSOH (85) Ecuacion 10

i) Reactividad indirecta o mediada por los radicales *OH y °*NO. derivados de la
homolisis de acido peroxinitroso. EI ONOOH puede sufrir ruptura homolitica del enlace
peroxilo (Reaccion 2, Esquema 3) a*OH y *NO- (30%) o sufrir isomerizacion dando NOs~
(70%) (53).

‘NO, + CO5;"—

T 35%

[ON02C02 ] —) NO3 + COZ

co,
H* 2) 70%
-NO+02'— ONOO— =— L ONOOH === [NO; ‘OH] — NO;—
0.9s" lao%
,+"OH
M(n+1)+

Esquema 3. Vias de reaccién de peroxinitrito. 1) la forma aniénica del peroxinitrito (ONOO—)
se forma por la reaccion controlada por difusion entre los radicales *NO y O2>'— (k ~ 1010 M-1s1),
el cual esta en equilibrio con su acido conjugado, acido peroxinitroso (ONOOH) con un pKa =
6.8. 2) El ONOOH puede sufrir homolisis a los radicales *NO2 y *OH con un 30% de rendimiento
(k=0.9s1, apH 7.4y 37°C), o rearreglar a NOz~ con un 70% de rendimiento. 3) El COz es un
blanco preferencial del ONOO~ dando el aducto intermedio nitrosoperoxocarboxilato
(ONO2CO27), que descompone a los radicales *NO2 y COs~ en un 35% de rendimiento, o
isomeriza a NOs~. 4) El ONOO~ promueve reaccién directa de oxidacion por un electrén con
metales de transicion (Fe, Mn, Cu), y 5) reaccién de oxidacién por dos electrones con sustratos
RH. Adaptado de (53).

En condiciones fisiol6gicas la mayoria del peroxinitrito sera consumido directamente en
lugar de sufrir homolisis. En los sistemas biolégicos hay mdltiples blancos para
peroxinitrito, y la ruta de ruptura homolitica dando *OH y *NO; es lenta en comparacion
con reacciones bimoleculares directas, de hecho in vivo mas del 95% de todo el
peroxinitrito formado sera consumido por reacciones directas y menos del 5% derivara
en *OH y *NO: (53, 86). Por lo tanto, el destino de peroxinitrito en los sistemas celulares
dependera de la cinética de reaccion, difusion y concentracién de los diferentes blancos
que pueden estar presentes en diversos escenarios.

Nitracion de proteinas
El peroxinitrito es capaz de nitrar ciertos aminoacidos en proteinas, donde la nitracion

de tirosinas ha sido la méas estudiada y considerada clasicamente a esta modificacién
postraduccional como una huella de peroxinitrito.
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El mecanismo de formacién de 3-nitrotirosina (3-NO.-Tyr) in vivo implica un mecanismo
radicalar, no hay una reaccién directa bimolecular entre el peroxinitrito y la tirosina. En
cambio, el mecanismo radicalar implica una primera oxidacion por un oxidante fuerte de
un electrén para dar el radical tirosilo (Tyre), que luego se combina con *NO; en una
reaccion controlada por difusion rindiendo 3-NO»-Tyr. Como oxidantes en la primer
etapa de oxidacion pueden participar los radicales derivados de peroxinitrito como *OH,
*NO; y COs*~, ademas de complejos radicalares oxo-metalicos (compuesto | y Il de
hemoperoxidasas), peroxilos lipidicos (LOO¢), entre otros (53, 60).

La incorporacién de un grupo nitro en el C3 del anillo fendlico, genera cambios en las
propiedades con respecto al aminoacido original, por ejemplo, se observa una gran
disminucion en el pKa del grupo -OH de aproximadamente 10.0 - 10.3 a 7.2 — 7.5 para
tirosina libre y 3-nitrotirosina, respectivamente (64).

Ademas, el grupo nitro es un sustituyente voluminoso e hidrofébico que puede generar
restricciones estéricas locales, desencadenando cambios conformacionales en la
proteina.

Ademas de 3-nitrotirosina, las reacciones con oxidantes derivados de peroxinitrito,
también producen 3,3"-ditirosina.

La nitracion de residuos de Tyr es un proceso de bajo rendimiento, no todas las
proteinas se nitran y, dentro de una proteina, no todos los residuos de tirosina van a ser
nitrados (solo 1 — 5 de 10.000 residuos de tirosina).

Existen varios ejemplos de proteinas nitradas in vivo bajo condiciones de estrés
nitroxidativo, y en muchos casos esta modificacion provoca una pérdida de la funcién.
Por ejemplo, la Mn-SOD mitocondrial es uno de los primeros ejemplos de proteinas
nitradas que se encuentran in vivo en varias afecciones patoldgicas, como diabetes,
inflamacién y envejecimiento (87). Se ha demostrado que la nitracidon dependiente de
peroxinitrito de tirosinas especificas en proteinas mitocondriales conduce a la
inactivacion de éstas y eventualmente a la interrupcién del equilibrio redox dentro de las
mitocondrias (88).

Sin embargo, a veces la nitracién puede resultar en una ganancia de funcién para la
proteina. Un blanco importante de peroxinitrito en la mitocondria es el citocromo ¢ (cyt
c). La nitracién de tirosina del cyt ¢, da como resultado un aumento de la actividad
peroxidatica, amplificando el dafio oxidativo a las mitocondrias a través de la generacion
de oxidantes mas potentes (89).

La nitracibn de proteinas ha sido propuesta, ademas, como un mecanismo de
sefalizaciéon celular. En este sentido, se ha demostrado que la nitracion selectiva de
tirosina de Hsp-90 juega un papel clave en la induccion de la muerte celular (90).

Otras modificaciones oxidativas

El peroxinitrito es capaz de causar dafos y roturas en las cadenas ADN, reaccionando
tanto con los azlicares como con las bases nitrogenadas. De las cuatro bases del ADN,
la guanina es la mas reactiva y su reaccién con peroxinitrito genera productos oxidados
y nitrados, como 8-oxoguanina y 8-nitroguanina (91).

También acidos grasos presentes en membranas o lipoproteinas son susceptibles a la
oxidacion y nitracion por peroxinitrito. Son de particular interés en lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y placas ateroscleréticas, donde el peroxinitrito puede jugar un papel
critico como especie pro-oxidante (92, 93).
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4. Estrés Oxidativo y Nitroxidativo

La vida aerobia conlleva el riesgo de oxidacion excesiva de componentes celulares y
tisulares que pueden comprometer la funcién y la viabilidad celular. La formacion y
acumulacién de productos oxidados en biomoléculas como proteinas y lipidos se
observa en varias patologias, e incluso durante el proceso de envejecimiento normal.
En los afios 80s, se empieza a acumular considerable evidencia experimental que
relaciona a la vida aerobia con procesos de oxidacion potencialmente peligrosos, y que
éstos constituyen la base de un nimero de fendmenos fisiolégicos y fisiopatoldgicos,
participando en procesos tan diversos como inflamacion, envejecimiento,
carcinogénesis, accion farmacoldgica y toxicidad de farmacos, defensa contra protozoos
y muchos otros.

Por lo tanto, en 1985 se llega a un consenso en el campo de la biologia y de la
biomedicina donde se define por primera vez el concepto de “estrés oxidativo” como una
alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del primero (94).

Desde entonces ha habido un gran desarrollo en el area de la biologia redox. El campo
se centré en la caracterizacion de especies oxidantes y tanto enzimas antioxidantes
como compuestos de bajo peso molecular con propiedades antioxidantes. En las
décadas posteriores hubo descubrimientos fundamentales en la comprensiéon de la
regulacién, sefializacién y deteccion redox. Posteriormente en 2007, se actualiza la
definicion de estrés oxidativo: un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor
de los oxidantes, lo que lleva a una interrupcion de la sefializacién y control redox y/o
dafio molecular (95, 96).

En los dltimos afios se extiende esta definicion considerando las modificaciones
estructurales de biomoléculas, como la nitraciébn de proteinas y lipidos. Estas
modificaciones han ganado gran relevancia y dependen en gran medida del 6xido nitrico
y sus especies derivadas como peroxinitrito, diéxido de nitrégeno, nitrito. El término
"estrés nitroxidativo" se ha comenzado a utilizar para reforzar el concepto de la nitracién
como una modificacién oxidativa (97).

5. Deteccién de peroxinitrito

Las reacciones de peroxinitrito con diferentes biomoléculas pueden conducir a eventos
citotoxicos, pudiendo provocar la muerte celular. Los efectos citotdxicos provocados por
las reacciones de oxidacion y nitracion generalmente implican la participacion de una
variedad de moléculas y procesos efectores.

Aunque la formacién excesiva de peroxinitrito en tejidos es perjudicial, por ejemplo, en
los procesos inflamatorios y degenerativos, también esta claro que nuestro sistema
inmune puede utilizar peroxinitrito para combatir la invasién microbiana.

De hecho, mientras que el cambio en las propiedades de sefializacion del *NO hacia
vias oxidativas luego de reaccionar con O*~ estd asociado con patologias en los
sistemas vascular y nervioso, la actividad antimicrobiana del *NO liberado por los
macréfagos depende en gran medida de la formacion de peroxinitrito.

En la pared vascular, afecciones como la hiperglicemia, la aterosclerosis y la
hipertension, llevan a un aumento en la formacion de O2*~, acortando la vida media del
*NO y causando disfunciéon endotelial (66). La formacion de peroxinitrito da como
resultado la oxidacion y nitracion de biomoléculas que pueden contribuir aln mas a la
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degeneracién vascular. Su relevancia como mediador en varios estados patologicos
incluidas la neurodegeneracion, inflamacion, enfermedades cardiovasculares y proceso
de envejecimiento, ha motivado el desarrollo de una variedad de técnicas para su
deteccién y estimacion de su flujo de formacion en sistemas bioldgicos. Su deteccién
celular precisa representa un paso fundamental para comprender como los oxidantes
derivados del oxido nitrico afectan los procesos biologicos y es sumamente relevante
para posibles intervenciones farmacoldgicas.

Desafios en la deteccion de peroxinitrito

Una vez formado el peroxinitrito, principalmente en el sitio de produccion de O2*~, su
destino en los sistemas celulares dependera de los diferentes blancos que pueden estar
presentes en diversos escenarios celulares. La reactividad de peroxinitrito hacia un
blanco celular dependerd de dos parametros centrales: constante de velocidad de la
reaccién (k, a temperatura fisioldégica de 37°C) y concentracion de los blancos celulares
([T], T del inglés, Targets).

Por lo tanto, el término K[T] se utiliza para parametrizar la reactividad de peroxinitrito
hacia un blanco especifico (19, 76).

Teniendo esto en cuenta, y sabiendo [T] en determinada condicion celular especifica,
solo unos pocos blancos biolégicos son relevantes para peroxinitrito incluyendo COo,
peroxiredoxinas, glutatién peroxidasa, grupos hemo y algunos tioles proteicos. Siendo
las peroxiredoxinas las enzimas detoxificantes de peroxinitrito mas eficientes con una
constante de velocidad k ~1-10 x 10’ M's™? y ademéas se encuentran bastante
concentradas en diferentes compartimentos celulares. Asi, la mayor parte del
peroxinitrito producido endégenamente puede ser detoxificado por la accion de las
peroxiredoxinas. Sin embargo, el contenido de sistemas antioxidantes en cada tipo
celular es diferente. Ademas, la capacidad antioxidante no es estética, ya que esta
regulada a nivel de la expresién génica por diferentes estimulos prooxidantes y
proinflamatorios, lo que hace que la concentracién de blancos sea especifica para cada
tipo celular y en cada estado celular.

Debido a su corta vida media en células y tejidos (ti2 <10 ms) (76), no se puede aislar
y detectar en muestras bioldgicas a través de técnicas espectroscopicas directas.

Por lo tanto, la determinacién precisa de la generacion de peroxinitrito en sistemas
celulares es sumamente desafiante, debido a la variedad blancos celulares y en
diferentes concentraciones en las diferentes condiciones celulares y, por consiguiente,
los diferentes K[T]. Todo esto se reflejara en una deteccion de esta especie menor de la
real y asi una subestimacién de la produccién de peroxinitrito. Es asi como lo que se
detecta es una fraccion de lo que realmente se forma. Sin embargo, teniendo en cuenta
las reacciones globales de peroxinitrito con los diferentes blancos celulares se puede
estimar el término k[T], y asi estimar un flujo real de formacién de esta especie.

Por lo tanto, existe una gran dificultad intrinseca en identificar y medir con especificidad
esta especie transitoria formada in vivo.

Métodos de deteccidn de peroxinitrito

Han pasado mas de 30 afios desde el reconocimiento de la formacion de peroxinitrito
en organismos Vvivos y su relevancia como mediador de procesos patologicos. Desde
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entonces, se han realizado grandes avances en la comprension de su quimica y rol en
varios procesos fisiolégicos y patolégicos.

La formacién de peroxinitrito en medios biologicos ha sido evidenciada clasicamente
mediante la deteccién de modificaciones estructurales estables que este oxidante y sus
radicales derivados generan en blancos moleculares (huella). Principalmente se ha
utilizado para la deteccion una de sus huellas caracteristicas, la 3-nitrotirosina proteica
por técnicas inmunoguimicas y bioanaliticas. Sin embargo, existen otros mecanismos
de nitracibn en medios biologicos ademas del peroxinitrito, que involucran especies
altamente nitrantes como el *NO.. La principal fuente enzimatica de este radical es la
oxidacion de nitrito dependiente de H.O» por mieloperoxidasa (MPO) y eosindfilo-
peroxidasa (EPO) (64).

Se han desarrollado muchas estrategias de medicién, basadas en diferentes principios,
para la deteccion de peroxinitrito, como el immuno-spin trapping, sondas
quimioluminiscentes y fluorescentes, sensores electroquimicos e incluso sondas
genéticamente codificadas.

Entre estas estrategias, las sondas? que reaccionan directamente con peroxinitrito son
las herramientas mas prometedoras para la deteccion precisa de oxidantes que pueden
permitir a los investigadores comprender sus efectos biolégicos in vivo.

Un método clasico para la deteccion de peroxinitrito han sido las sondas
quimioluminiscentes, como el luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona) (98). La
quimioluminiscencia es la emision de luz (luminiscencia) como resultado de una
reaccién quimica (por ejemplo, oxidacion), a diferencia de la fluorescencia que se basa
en la absorcion de fotones con la concomitante emision de luz. EI mecanismo de
reaccién general de la quimioexcitacion del luminol, implica dos pasos de oxidaciones
secuenciales por agentes oxidantes apropiados (*OH o COs*7). Si bien las técnicas
quimioluminiscentes son altamente sensibles, tienen poca capacidad para discriminar
entre especies oxidantes individuales en sistemas bioldgicos, existen numerosas
interacciones radicales que pueden influir en la quimioluminiscencia y por lo tanto la
caracterizacion de peroxinitrito requiere muchas condiciones experimentales
controladas y controles adecuados.

En el marco de esta Tesis nos vamos a centrar exclusivamente en el desarrollo de
sondas fluorescentes para la deteccién de peroxinitrito.

Sondas fluorescentes para la deteccion de peroxinitrito

En los Ultimos afios, los avances en la deteccidn de peroxinitrito en sistemas bioldgicos
han sido impulsados por el desarrollo de técnicas de fluorescencia y
quimioluminiscencia que son capaces de revelar la formacion peroxinitrito en tiempo real
con alta sensibilidad. Los esfuerzos se han centrado en lograr una deteccion selectiva,
de alta precision y asi determinar datos cuantitativos sobre las tasas de formacion de
este oxidante.

2 Se entiende por sonda molecular a una molécula organica, capaz de reaccionar con
determinado analito para estudiar las propiedades de éste Ultimo. Si alguna propiedad medible
de la sonda molecular utilizada cambia cuando interactta con el analito (como un cambio en la
absorbancia o fluorescencia), se pueden estudiar las interacciones entre la sonda y el analito.
Esto hace posible estudiar indirectamente las propiedades de compuestos y estructuras que
pueden ser dificiles de estudiar directamente.



Introduccién

Se han disefiado una gran variedad de moléculas organicas para la deteccion de
peroxinitrito, que tienen diferente selectividad y sensibilidad. En general, estas
moléculas tienen baja o nula fluorescencia, y se vuelven fluorescentes después de
reaccionar con el oxidante.

La mayoria de las sondas fluorescentes reportadas para la medicién de peroxinitrito
dependen de la reaccién con sus radicales secundarios derivados (CO3*~, *“NO,, *OH).
Sin embargo, en estos ultimos 10 afios se ha desarrollado un nuevo conjunto de
moléculas que reaccionan directamente con peroxinitrito, haciendo que el proceso de
deteccion sea mas directo, altamente selectivo, lo que posibilita su cuantificacion.

El principio de fluorescencia se basa en la emision de luz (de mayor longitud de onda)
por una molécula, posterior a la absorcion de energia electromagnética (hv).

Las técnicas fluorescentes como métodos de deteccidn para oxidantes intracelulares,
incluido el peroxinitrito, se han convertido en ensayos de rutina en los laboratorios. La
intensidad de fluorescencia se puede determinar facilmente proporcionando un método
analitico simple y sensible para detectar y en varias ocasiones cuantificar, oxidantes
intracelulares en tiempo real.

En la literatura existe un gran nimero de moléculas organicas disefiadas y sintetizadas
para detectar peroxinitrito, donde la caracteristica comun es tener una fluorescencia
basal nula o muy baja, la que aumenta en gran medida con la oxidacion.

Las sondas fluorescentes para la deteccidn de peroxinitrito se pueden clasificar en dos
grupos principales segun se mecanismo de reaccion: i) sondas redox que producen un
producto final fluorescente por un mecanismo radicalar, y ii) sondas electrofilicas en las
gue un ataque nucledfilico por peroxinitrito (ONOO™) a determinado grupo funcional
soportado en la molécula, rinde el producto altamente fluorescente. Las sondas que
reaccionan directamente con ONOO™~ deben reaccionar de manera muy rapida (10°—
10® M1s!) para competir con otras rutas de descomposicion de este oxidante.

i) Sondas redox: sondas que reaccionan con los radicales derivados de peroxinitrito

Dos sondas ampliamente utilizadas para la deteccién de especies oxidantes en sistemas
biolégicos son la 27,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFH>) y la dihidrorodamina (DHR-
123), que comparten el mismo mecanismo de reacciéon. Aunque ampliamente
encontradas en la literatura, presentan una serie de limitaciones en cuanto a su utilidad
en la deteccién de peroxinitrito (60, 99).

Estas sondas no reaccionan directamente con peroxinitrito. EI mecanismo de reaccién
general es una oxidacién por oxidantes fuertes de un electrén como los radicales
derivados del peroxinitrito (*NO,, COz*~, *OH), produciendo un intermedio radicalar
anionico (DCF*7), que luego se oxida para dar estructuras resonantes responsables del
aumento de la emision de fluorescencia (DCF) (100) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de oxidacién de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFH2). La sonda
reducida (DCFH2) se oxida por los radicales derivados de peroxinitrito y otros oxidantes de un
electrén, produciendo un radical anionico intermedio (DCF—) que se oxida por oxigeno
molecular, rindiendo el producto altamente fluorescente DCF. Las flechas finas muestran
reacciones alternativas y ciclos redox. AH— representa ascorbato. (42).

Ademas de los radicales derivados de peroxinitrito, otros oxidantes fuertes de un
electrén presentes en medios bioldgicos pueden generar el producto fluorescente DCF,
como los producidos a partir de hemo-peroxidasas, u otras metaloproteinas en
presencia de H,O.. Los radicales tiilo derivados de la oxidacion de GSH también pueden
oxidar DCFH; a una alta velocidad (k ~ 10” Ms a pH 7.4) (101).

La falta de especificidad de estas sondas es la mayor limitacion ya que se oxidan por
numerosos radicales y especies oxidantes.

Estas sondas pueden ser Utiles para detectar un aumento global de especies oxidantes
en sistemas celulares, pero no permiten identificar las especies particulares
involucradas. Su uso en la deteccidn de peroxinitrito, o cualquier otro oxidante particular,
genera resultados ambiguos e inconclusos y deben evitarse este tipo de sondas a
menos que se complemente con otros métodos mas especificos. Por lo tanto, DCFH, y
DHR-123 no son especificos para peroxinitrito y no pueden usarse como Unicas
herramientas para su deteccion (60, 99).

ii) Sondas electrofilicas: sondas que reaccionan directamente con ONOO™

Un segundo tipo de mecanismo de reaccion en la deteccion de peroxinitrito y otros
nucledfilos bioldégicos (ROO~, HOO—, CIO™), implica un ataque nucleofilico por el
oxidante a un grupo funcional electrofilico soportado en la estructura de la sonda, que
al reaccionar genera el compuesto fluorescente.

El principio basico es que el grupo electrofilico disminuye o hace casi nula la intensidad
de emision de fluorescencia (quenching) del fluor6foro, de manera que al hacerla
reaccionar con el nucledfilo se libera este grupo protector, liberando al fluoréforo y
recuperando la emision de fluorescencia.

Se han explorado diferentes grupos electrofilicos como cetonas activadas (para
aumentar su capacidad electrofilica), o boronatos (acidos o ésteres borénicos), siendo
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éstos ultimos los que se han destacado ampliamente, por lo que en el desarrollo de esta
Tesis nos centraremos en este grupo funcional.

Un grupo de sondas llamadas HKGreen- (HK: Hong Kong) numeradas 1 a 4, fueron
desarrolladas para la deteccion de peroxinitrito, donde la trifluoroacetona como centro
electrofilico esta unido a diferentes fluoroforos (diclorofluoresceina, BODIPY, rodamina)
(102-105), Figura 5. Sin embargo, sus rendimientos de reaccion con el oxidante son muy
bajos en todos los casos, haciendo que no sean éptimas para detectar bajos niveles de
peroxinitrito en sistemas bioldgicos. Ademas la generacion de peroxinitrito endégeno en
células no fue evaluada, sino que fue generado por estimulacién no fisiolégica (60, 99).
Respecto a HKGreen-4, si bien los autores indican que el mecanismo de reaccion
directo con peroxinitrito est4 en estudio (105), su estructura quimica sugiere que, es mas
probable que la reaccion proceda a través de un mecanismo radicalar con los radicales
secundarios derivados (*OH y *NO;) como los responsables de la oxidacién de la sonda,
siendo una reaccion indirecta con peroxinitrito (60, 99).
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Figura 5. Estructuras quimicas de las sondas HKGreen. HKGreen-1, HKGreen-2 y HKGreen-3
son derivados de trifluoroacetona unida a diclorofluoresceina a través de un enlace éter arilico,
a BODIPY a través de un fenol y a un derivado de rodamina, respectivamente. HKGreen-4 es
un derivado de N-fenol-N-metilrodamina (99).

Boronatos: acidos y ésteres borénicos

La introduccién de los organoboranos en biologia redox ha sido muy importante para el
area generando grandes avances.

Los acidos y ésteres borénicos (boronatos) son grupos funcionales electrofilicos, debido
a que el atomo de boro posee 6 electrones de valencia, con la consiguiente carencia de
dos electrones confiriéndole esta caracteristica (106), Figura 6.

Estos grupos son de origen sintético, no se encuentran en la naturaleza. Los acidos
borénicos son compuestos organicos trivalentes que contienen boro, con un
sustituyente alquilo o arilo y dos hidroxilos para llenar las valencias restantes (-B(OH).).
El reemplazo de los hidroxilos del acido borénico por grupos alcoxi da ésteres borénicos
(-B(ORy). El &tomo de boro con hibridacién sp? posee un orbital p vacante, haciendo que
los &cidos y ésteres bordnicos sean centros electrofilicos y &cidos Lewis moderados,
Figura 6.
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Orbital p libre
l Figura 6. Estructura de un &cido borénico, donde el atomo de B
con 6 e~ de valencia tiene hibridacion sp? y geometria trigonal
OH plana, dejando un orbital p perpendicular libre, confiriéndole la

caracteristica de acido de Lewis (106, 107).

En solucién acuosa a pH fisiolégico, no se comportan como acidos de Brgnsted tipicos
debido a que tienen un pKa ~ 9, pero por su caracteristica de 4cido de Lewis pueden
adicionar H-0O, generando un B tetraédrico, Ecuacién 11. Sin embargo, a pH fisiol6gico
el equilibrio esta ampliamente desplazado hacia la forma neutra del acido borénico,
mientras que a pH basicos se favorece la forma aniénica cuaternaria.

/o|-| B /OH "
R—B  + 2H0 - R—B—OH + HO  Ecuacion 11
OH OH

A finales de los afios 60s Keith y Powell sugieren por primera vez una posible reaccién
entre los boronatos y peroxinitrito, donde observaron que al trabajar con buffers de
borato se producia una rapida descomposicion de peroxinitrito proporcional a la
concentracion de borato (108).

En estos ultimos afios se ha visto un namero creciente de sondas fluorescentes
derivadas de sistemas boronados para la deteccién de peroxinitrito, desde moléculas
organicas pequefias, e incluso sondas genéticamente codificados derivadas de GFP
(del inglés, boronate-based green fluorescent protein) para la deteccién directa de
peroxinitrito en sistemas celulares.

Los boronatos como centros electrofilicos, son susceptibles al ataque de varios
nucledfilos presentes en medios biolégicos como los peréxidos (HOO—, ROO™) o CIO—
, pero la reaccion con ONOO~— es cinéticamente mas favorable, como ha sido
demostrado por nosotros y otros autores (109-111). El peroxinitrito reacciona con la
mayoria de arilboronatos casi un millén de veces mas rapido que el H202 (Konoo- ~ 10°
M2 st kizo2 ~ 1 - 2 M1 s1) a pH fisiolégico (27, 110, 111).

Desde los afios 50s se conoce la reaccion entre acidos arilborénicos y H.O-, donde
Kuivila y colaboradores estudiaron diferentes formas de catalizar esta reaccién debido
a su cinética lenta, y comienzan a esbozar un posible mecanismo de reaccion (112)
(113).

El mecanismo de reaccion de boronatos (tanto acidos como ésteres borénicos) con
oxidantes nucelofilicos més aceptado hasta el momento implica, un primer paso de
adicion nucleofilica del oxidante desprotonado al atomo de boro electrofilico, generando
un aducto aniénico cuaternario que sufre una posterior escision heterolitica en el enlace
peroxilo O—O dando fenoxiboronato, e hidrélisis para dar el fenol correspondiente con
~85-90% de rendimiento (27, 109, 113), Figura 7. Las sondas derivadas de boronatos
no rinden el correspondiente producto hidroxilado con oxidantes de un electrén, como
los derivados de peroxinitrito *OH y *NO..
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Figura 7. Mecanismo de oxidacién propuesto de arilboronatos con oxidantes nucleofilicos
(ONOO—, HOO—, CIO™). El mecanismo es analogo para ésteres boroénicos (27, 113).

En el desarrollo de esta Tesis estudiamos el mecanismo de oxidacion de acidos y
ésteres boronicos con cuatro oxidantes de relevancia bioldgica, peroxido de hidrégeno
(H202), peroxinitrito (ONOOH/ONOO™), peroximonocarbonato (HCO,~) y &cido
hipocloroso (HOCI). Analizamos el origen de los atomos de oxigeno en los productos de
oxidacién de una sonda derivada de acido borénico, como se describe en el Capitulo 2,
y asi completar la elucidacion del mecanismo de reaccion.

Aunque las primeras sondas derivadas de boronatos fueron reportadas para la
deteccion de H,O, (114, 115), su aplicacién en la deteccién de peroxinitrito ha sido
sumamente exitosa.

Si bien en la literatura ha sido tema de discusion que el peroxinitrito se genera a
concentraciones mucho mas bajas y tiene una menor vida media en comparacion con
H.0,, lo que podria compensar las diferencias en las constantes de velocidad, datos
actuales muestran que en sistemas celulares donde coexisten H2O; y peroxinitrito, los
boronatos reaccionaran preferentemente con peroxinitrito. Por otro lado, el H.O, puede
difundir facilmente en los sistemas celulares donde existe una bateria de enzimas para
su desintoxicacion (peroxirredoxinas, peroxidasas, catalasas); pero ademas a pH
fisiologico solo ~0.005% de H;O; estd en forma aniénica (HOO™) (pKanzo2 = 11.7)
mientras que ~ 80% del peroxinitrito estd en forma anidnica (pKaonoo- = 6.8), haciendo
al H202 menos reactivo que el peroxinitrito hacia los boronatos.

Los compuestos derivados de boronatos han sido particularmente alentadores debido a
la reaccion directa y sencillez en su mecanismo de reaccién con oxidantes nucelofilicos
como peroxinitrito. Se han reportado en la literatura derivados de boronatos unidos a
diferentes fluoréforos, como derivados de cumarinas (110), fluoresceinas modificadas
(116), derivados de benzotiazoles (117), pirenos (118), entre otros.

En el desarrollo de esta Tesis nos centramos en fluoréforos derivados de cumarinas
(Capitulo 1, Parte 1) y de fluoresceina (Capitulo 1, Parte 2), Figura 8.

O 0 O
(o]
Q o]
Cumarina Fluoresceina

Figura 8. Estructura quimica de cumarinas y fluoresceina.
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Exploramos estas dos familias de fluoréforos acoplados a acidos o ésteres boroénicos, y
analizamos sus diferentes propiedades fisicoquimicas. Evaluamos cdmo modificaciones
estructurales alteran sus propiedades epectroscopicas, ademas de generar la
posibilidad de dirigirlas a sitios celulares especificos.

7. Sistemas detoxificantes no enzimaticos de peroxinitrito

Ademas de los sistemas enzimaticos enddgenos que hacen frente a los efectos téxicos
del peroxinitrito, mencionados arriba como glutation peroxidasas, o peroxirredoxinas
(constituyendo estas ultimas el mecanismo antioxidante enddgeno principal para la
detoxificacion catalitica de peroxinitrito, debido a su alta concentracién, su constante de
velocidad extremadamente rapida y su abundante distribucién en varios compartimentos
celulares), se han evaluado una gran cantidad de compuestos sintéticos como
estrategias farmacoldgicas para evitar o disminuir los efectos toxicos de peroxinitrito y/o
de sus radicales derivados (119).

Por ejemplo, el acido drico ha sido ampliamente estudiado como modulador de los
efectos del peroxinitrito, siendo capaz de reaccionar con sus radicales derivados pero
su reaccion directa es muy lenta, Figura 9. Para ser eficaces en sistemas bioldgicos los
compuestos deben superar la velocidad de las reacciones de peroxinitrito con otros
blancos biol6gicos. Compuestos conteniendo tioles como mercaptoalquilguanidinas y N-
acetilcisteina, se ha visto que disminuyen la formacién de 3-nitrotirosina, sin embargo
estos compuestos tienen efectos adicionales que pueden complicar la interpretacion de
resultados. El ebselen y otros compuestos conteniendo selenio, también mostraron
mejorias en varios modelos de inflamacidn neutralizando efectos del peroxinitrito, Figura
9. (66, 76, 119)

Aunque la lista de compuestos con potenciales efectos detoxificantes de peroxinitrito in
vitro es larga, para la mayoria de ellos las constantes de velocidad de sus reacciones
son bajas y su accién puede atribuirse a la reaccién con los radicales secundarios (*OH,
*NO,, COs*7). Es poco probable que la mayoria reaccionen efectivamente como
eliminadores de peroxinitrito in vivo y, por lo tanto, su potencial terapéutico como
agentes neutralizantes de peroxinitrito es bajo.

Las porfirinas metdlicas son una clase de compuestos de coordinacion ampliamente
estudiadas, Figura 9. El peroxinitrito puede dar reacciones bimoleculares rapidas con
centros de metales de transicion, que se comportan como el acido de Lewis de la forma
aniénica en procesos redox de uno o dos electrones. Las metaloporfirinas pueden
atenuar los efectos téxicos del peroxinitrito in vitro e in vivo (66).
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Figura 9. Estructuras quimicas de compuestos organicos reportados con potenciales efectos
detoxificantes de peroxinitrito. M, metal: Fe, Mn.

Otro grupo de especial interés para nuestro trabajo y cuyo rol en la proteccién de la
oxidacioén de lipidos mediada por peroxinitrito ha sido ampliamente estudiada (120, 121),
son y-tocoferol, la forma principal de vitamina E en la dieta, y a-tocoferol, la forma
principal de los suplementos vitaminicos (Figura 10). En el proximo punto discutiremos
con mas detalle la relevancia de estos antioxidantes lipofilicos y su implicancia en la
presente tesis.

8. Antioxidantes lipofilicos: Tocoferoles

La vitamina E es una mezcla de ocho estructuras diferentes a, B, y, y 6-tocoferol y a, B, v,
y &-tocotrienol relacionadas entre si, Figura 10. Todos incluyen un anillo cromano
soportando un hidroxilo y una cadena lateral hidrofébica isoprenoide de 13 atomos de
carbono. Es el antioxidante lipofilico mas importante en seres vivos.

a
CHs a 1 Ry= CHa: Ry= CH,
B:Ry=CHjs R,=H
b R Yy R1=H; R2= CH3
1 3:R=H;R,=H

CH,

Figura 10. Compuestos fendlicos relacionados estructuralmente que componen la vitamina E, a)
tocoferoles y b) tocotrienoles.
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Entre ellas el a-tocoferol es la especie que se encuentra en mayor concentracion en
plasma tras la ingesta de vitamina E. A pesar de que todas las formas son igualmente
absorbidas en el intestino, la proteina transferidora de a-tocoferol (a-TTP), selecciona
especificamente al a-tocoferol sobre las otras formas de vitamina E para ser incorporada
en la VLDL, por lo que clasicamente se ha considerado al a-tocoferol como la especie
gque produce la mayor actividad biolégica in vivo (122).

La funcién antioxidante de la vitamina E se atribuye a su capacidad de proteccién del
organismo contra el ataque de radicales peroxilo, derivados de los &cidos grasos
(productos principales de la peroxidacion lipidica) terminando las reacciones radicalarias
en cadena que se producen, reaccionando rapidamente con dichos radicales, y
formando asi productos no radicalarios (123), Ecuacion 12.

ArOH + LOO® — ArO’ + LOOH
ArO’+ LOO® —> producto no radicalario Ecuacion 12

Se ha visto que la capacidad de atrapar radicales peroxilo es maxima en a-tocoferol
respecto a los otros tocoferoles.

En los ultimos 30 afios se han realizado varios ensayos clinicos, donde se han
examinado los posibles efectos preventivos de la suplementacién con vitamina E en el
contexto de varias morbilidades. Los resultados de estos estudios han sido
decepcionantes, incluso con algunos sugiriendo la generacion de efectos adversos
(124). Todos estos ensayos se han centrado exclusivamente en el rol preventivo del a-
tocoferol, por ejemplo:

i) En ensayos clinicos preventivos como The Finnish Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene
Cancer Prevention Study (ATBC), se estudio la suplementacién a bajas dosis de a-
tocoferol (50 mg/dia) en la incidencia de diferentes tipos de cancer. Sin embargo no se
encontraron diferencias significativas con la suplementacién de a-tocoferol respecto al
grupo control. Adjudicando los resultados a la baja dosis administrada (125).

i) El ensayo clinico preventivo Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial
(SELECT) midi6 los efectos de la administracion de altas dosis de a-tocoferol (400
mg/dia) en el riesgo de contraer cancer en un gran nimero de hombres. En este ensayo,
contrario a las expectativas, se observd un aumento significativo en la incidencia de
cancer de préstata en hombres que consumian 400 mg/dia de a-tocoferol (126). Esto
podria reflejar la carcinogenicidad de altas dosis de a-tocoferol, pero también se podria
asociar el aumento en la incidencia de cancer de prostata con la disminucién de los
niveles de y-tocoferol en sangre causados por la suplementaciéon con a-tocoferol (124,
127).

i) El estudio Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE), un gran ensayo clinico
aleatorio, doble ciego evaluando eventos cardiacos, no solo no encontré asociacion
entre la suplementacion con a-tocoferol y eventos cardiovasculares, sino que analisis
de subgrupos mostraron un aumento estadisticamente significativo del riesgo de
eventos de insuficiencia cardiaca, siguiéndose hasta 7 afios después del periodo del
estudio inicial (128). Nuevamente, mientras que la suplementacion con a-tocoferol
puede no estar directamente relacionado a eventos cardiacos, estudios experimentales
sugieren que la supresion del y-tocoferol puede conducir a un riesgo cardiovascular.
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Varios autores especialistas en el tema sugieren que debido a que la suplementacién
de a-tocoferol en altas dosis disminuye las concentraciones plasmaticas de y-tocoferol,
la suplementacion de altas dosis de a-tocoferol deberia reconsiderarse. Suplementos
de a-tocoferol a dosis tipicas (400 Ul) utilizadas en ensayos clinicos disminuye el y-
tocoferol sérico, por lo que los ensayos clinicos que estudian la suplementacion con a-
tocoferol podrian reflejar los efectos de la disminucion del y-tocoferol sérico (127, 129).
De hecho, un estudio que involucra la suplementacion conjunta de a-tocoferol (800
mg/dia) + y-tocoferol (800 mg/dia) en pacientes con Sindrome Metabdlico, demuestran
mejoras en los biomarcadores de estrés nitroxidativo, e inflamacién (130).

En otro estudio en voluntarios sanos con suplementacion diaria de y-tocoferol (100
mg/dia o 200 mg/dia, segun el grupo), se observa una mejoria del perfil lipidico y
reduccion de la agregacioén plaquetaria, lo que llevaria a una disminucion del riesgo de
eventos trombdéticos (131).

La estructura del y-tocoferol le da propiedades quimicas exclusivas, a diferencia del a-
tocoferol. El y-tocoferol es capaz de atrapar radicales *NO-. derivados de peroxinitrito,
generando 5-nitro-y-tocoferol, debido a que esta posicion esta libre a diferencia del a-
tocoferol donde esta ocupada por un grupo metilo (132), Figura 11.

ONOOH
+ NO»
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y-Tocoferol 5-nitro-y-Tocoferol

Figura 11. Atrapamiento de radicales derivados del peroxinitrito por y-tocoferol, mediante
nitracién dando el producto 5-nitro-y-tocofeol. R1= (CH2CH2CH2CHCH3)3CHs. Adaptado de (132).

Ademas, se ha reportado que el y-tocoferol reacciona en la fase lipidica con *NO- para
producir *NO, lo que sugeriria una importante funcién del y-tocoferol in vivo, previniendo
el dafio por *NO; y liberando *NO al medio, Figura 12 (133). Mientras que el a-tocoferol
requiere luz (hv) para generar *NO a partir de *NO-, por lo que in vivo seria poco
probable.
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_O/N_+
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Figura 12. Mecanismo propuesto para la formacion de *NO a partir de y-tocoferol y *NO2, Ri=
(CH2CH2CH2CHCHz)3CHs. Adaptado de (133).



Introduccién

Por lo tanto, uno de los objetivos de esta Tesis que se describe en el Capitulo 3, es el
desarrollo de una nueva clase de compuestos derivados de tocoferoles acoplados a
ésteres bordnicos, con una mejor capacidad antioxidante que actlen previniendo el
dafo nitroxidativo, permitiendo el estudio y tratamiento de disfunciones redox. Nos
centraremos en el éster borénico del derivado de cadena corta del y-tocoferol, y lo
compararemos con el éster borénico del a-tocoferol.






Objetivos

Objetivos

Objetivo general

En este trabajo nos centraremos en la investigacion y desarrollo de sondas moleculares
derivadas de boronatos disefiadas como herramientas para la deteccién y cuantificacion
de peroxinitrito tanto in vitro como en sistemas celulares.

Ademas, estudiaremos el mecanismo de oxidacién de &cidos y/o ésteres bordnicos con
oxidantes de relevancia biolégica.

Por ultimo, se trabajaré en el desarrollo de una nueva clase de compuestos boronados
para modular el dafio nitroxidativo.

Obijetivos especificos:

1. Disefio y sintesis de derivados boronados de cumarinas y fluoresceina.
Caracterizacion fisicoquimica y biolégica de los compuestos generados. Validacion
como sondas en la deteccién y cuantificacién de peroxinitrito. (Capitulo 1).

2. Estudio del mecanismo de oxidacion de sondas derivadas de boronatos con oxidantes
de relevancia biolégica. Identificacion del origen del &tomo de oxigeno que se incorpora
en los productos oxidados. (Capitulo 2).

3. Disefio y sintesis de nuevos compuestos boronados de tocoferoles y analogos con
mejorada capacidad antioxidante, y estudio de la modulaciéon del dafio nitroxidativo.
(Capitulo 3).






Capitulo 1

Desarrollo de Sondas fluorescentes
para la deteccion de peroxinitrito

Parte 1. Derivados de cumarina

1.1 CBA, CBE y modificaciones estructurales

1.2 Derivados de CBE dirigidos a la mitocondria con mejoras en las
propiedades espectroscoépicas: MitoCT

Parte 2. Derivados de fluoresceina

2.1 Fluoresceina-boronato (FI-B)

2.2 Otras aplicaciones de FI-B: deteccion de hidroperéxidos
proteicos

2.3 Validacion de la sonda comercial MitoPY1 para la deteccion de
peroxinitrito
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Capitulo 1. Parte 1.1

1.1. Sintesis, caracterizacion fisicoquimica de CBA y
CBE, y modificaciones estructurales

Introduccién y estrategia experimental

El acido cumarin-7-borénico (CBA) fue descrito como una sonda fluorescente para la
deteccidn de especies oxidantes nucleofilicas (Esquema 4), inicialmente reportado por
Du y colaboradores para la deteccion de H>O. (134), y mas tarde por el grupo de
Kalyanaraman en la deteccion de peroxinitrito (110). En esta seccidon se describiran los
estudios que muestran que su éster precursor, el éster pinacolinico del acido cumarin-
7-borénico (CBE) (Esquema 4) obtenido en dos pasos de reaccién con alto rendimiento
global (Raeiobal = 77%), reacciona extremadamente rapido con peroxinitrito, reaccionando
un millon de veces mas rapido que con H:O2. La constante cinética obtenida para la
reaccién de CBE con peroxinitrito es del mismo orden de la reportada para CBA, kcge =
1.3 x 10° M1s? (Tabla 1) y presentan idéntico comportamiento. Por lo que se centré el
trabajo en el éster borénico como agrupamiento electrofilico capaz de reaccionar con
oxidantes nucleofilicos, en especial peroxinitrito.

Luego, se trabajé en modificaciones estructurales para mejorar las propiedades de CBE,
como dirigirla a un sitio subcelular especifico, en particular la matriz mitocondrial uno de
los principales sitios de produccion de peroxinitrito. El disefio de la ruta sintética
involucra la generacion de la cumarina haloalquil sustituida, y posterior precipitacion de
la sal de fosfonio. Los cationes lipofilicos como trifenilfosfonio tienen la capacidad de
concentrarse en la matriz mitocondrial (135). Para esto se exploraron tres estrategias
sintéticas diferentes: monohalogenacion radicalar, clorometilacion de Blanc vy
condensacion de Pechmann. Ademas, se trabaj6é en la modulacion de sus propiedades
espectroscopicas dado que las longitudes de onda de excitacion y emision de CBE estan
en el rango UV (Aexc = 332 nm; Aem = 470 nm), y asi poder ampliar su utilizacién a
equipamientos comunmente utilizados para ensayos celulares como microscopia de
epifluorescencia o citometria de flujo. Se realizaron estudios in silico simulando
espectros de excitacion de una serie de derivados de cumarina y aquellos compuestos
con una longitud de onda de excitacién teérica maxima cercana a 470 nm fueron
sintetizados mediante condensacion de Pechmann.

R o.__0 HO. o.__0o o
ONOO™ Esquema 4. Oxidacion de CBE o CBA
e ROO— s para dar el producto oxidado
2 cio- %2 fluorescente 7-hidroxicumarina (COH).

R, R4

’0 ,0H COH
R= -B o -B

AY \

0 OH
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1.CBAy CBE

Resultados y Discusion

1.1. Sintesis y caracterizacion espectroscépica de CBAy CBE

Para la preparacion de los derivados arilboronatos se gener6 inicialmente el derivado
correspondiente trifluorometanosulfonato. Posteriormente, este derivado se tratd con
bis(pinacolato)diboro en presencia de catalizador de Pd y base, en un disolvente
adecuado (reacciébn de borilacion de Suzuki-Miyaura, (136)) para formar el
correspondiente éster de &cido boroénico, el cual se transformé en el respectivo &cido
borénico mediante ruptura oxidativa con NalO4, Esquema 5.

(o] (o] HO OH
H TF ~ B/ ~ 8~
(CF3S0,)0 B2pil"|2 NE|O4
Py cat. Pd ’
base
R R R R

Esquema 5. Ruta sintética general para la obtencion de arilboronatos.

Siguiendo la ruta sintética general mostrada, se parte del reactivo comercial 7-
hidroxicumarina (umbeliferona) y se sigue los pasos anteriormente mencionados
(Esquema 6).

Para la primera etapa que involucr6 la obtencibn del grupo funcional
trifluorometansulfonato en posicion 7 de la 7-hidroxicumarina se ensayaron dos
condiciones. En la primera condicion se utiliz6 4-dimetilaminopiridina (DMPA) como
base y se dej6 agitando a temperatura ambiente, sin embargo no se da la reaccién en
un tiempo apreciable (134). Esto pudo deberse a que el agregado del anhidrido
trifluorometansulfénico al balon de reaccion se realiz6 a temperatura ambiente
generandose una reaccién exotérmica, con la concomitante descomposicién del
reactivo altamente sensible. Posteriormente, se ensay0 la reaccion a 0°C vy utilizando
piridina como base (una base menos fuerte que DMPA), obteniéndose el producto de
interés 1 de manera casi cuantitativa y de tal pureza que no es necesaria una purificacién
posterior. (137)

A continuacion se realizé la borilacion del compuesto 1 con bis(pinacolato)diboro,
catalizador de Pd y base segun la reaccion de borilacion de Suzuki-Miyaura (136), donde
se exploraron diferentes tipos de calentamiento:

En primera instancia se realiz6 la reaccion de borilacion con calentamiento convencional
en un bafio de aceite a 80°C, y luego de 6 horas y 30 min de reaccién se evidencid por
TLC desaparicion total del reactivo de partida y se detuvo la reaccion. De esta manera,
se obtuvo el éster bordnico de la cumarina (CBE), con muy buen rendimiento.
Posteriormente, en un intento por disminuir el tiempo de calentamiento se ensayo0 la
reaccion de borilacion utilizando como forma de calentamiento la radiacion de
microondas, utilizando un reactor de microondas multimodo (400W 2h y 30min, 80°C)
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(134). Sin embargo, mediante monitorizacidbn por TLC se evidencié que la reaccion
alcanza determinado punto, que a pesar de continuar irradiando e incluso aumentar la
potencia y temperatura (500W, 1h y 30 min, 100°C), ésta no avanzo.

Por lo tanto, al comparar las diferentes formas de calentamiento en la reaccién de
borilacion, donde se obtuvo un R = 77 % para calentamiento convencional, a diferencia
de un grado de avance <50 % evidenciado por TLC para el calentamiento por irradiacion
de microondas, hizo que el método de calentamiento convencional sea el de eleccién
para este tipo de borilaciones.

Si bien el calentamiento por irradiacion de microondas es ampliamente utilizado debido
a que disminuye los tiempos de reaccion, en este caso el poco avance de la reaccion
pudo ser debido a que a que no se alcanz6 la atmésfera inerte en el reactor del
microondas necesaria para la borilacion.

Una vez obtenido el éster borénico de la cumarina, mediante ruptura oxidativa con
periodato de sodio e hidrélisis 4cida en una segunda etapa se obtuvo el acido borénico
de la cumarina (CBA). (Esquema 6).

(o] o} AX
B,pin, i) NaIO4 HO’
CF3802)20 __calPd o _THEH,0 o
= “konc iiy HCI T.A.
CHZCIZ 0°C dioxano 80°C

atm N; (g) atm N, (g)
Umbeliferona R >99% 1 R=77% R =38%

Esquema 6. Ruta sintética optimizada para la obtencién de CBA y CBE.

Los productos CBE y CBA fueron completamente caracterizados y estan de acuerdo
con los datos reportados en literatura (27, 134). La espectroscopia de RMN y MS
confirman la estructura quimica de ambos productos, y en la Figura 13 se muestran los
espectros de *H-RMN para CBE (panel a) y CBA (panel b) obtenidos con alta pureza (>
99 %).
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Figura 13. Espectro de *H-NMR de CBE (panel a) y CBA (panel b), registrados en un equipo
Bruker DPX-400 (400 MHz) utilizando CDClIz y (CD3)2CO como disolventes, respectivamente. Se
muestran las sefiales asignadas para cada grupo de protones. No se observan sefales en la
region entre 7.10 a 6.70 ppm y 6.20 a 1.70 ppm para el CBE, ni por debajo de 6.10 ppm para

CBA.
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1.2. Oxidacién de CBA y CBE por oxidantes de relevancia biol6gica
Andlisis cinético

Una vez obtenidos los compuestos de interés ya que ambos poseen tanto un
agrupamiento éster borénico (CBE) como é&cido borénico (CBA), determinamos las
constantes cinéticas de la reaccién de CBA y CBE con peroxinitrito y H.O, a 25°C y pH
7.4 bajo condiciones de pseudo-primer orden (Figura 14 y Tabla 1). Ambos oxidantes
fueron capaces de oxidar tanto a CBA, como ya se habia reportado previamente (110),
como a CBE determinado en este trabajo. Sin embargo, la velocidad de reaccién de
ambas sondas hacia peroxinitrito es 10° veces mas rapida que para H2O-. La constante
cinética obtenida para la reaccién de CBE con peroxinitrito es del mismo orden de la
obtenida para el CBA, k ~10°M1s? (Tabla 1) y presenta idéntico comportamiento (Figura
14, paneles a 'y b).
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Figura 14. Cinética de la reaccién de CBA y CBE con peroxinitrito y H202, determinaciones
realizadas a 25°C y pH 7.4 (a) Curso temporal de la emisién de fluorescencia debida a la
oxidacién de CBA (15 pyM) por peroxinitrito (0.3 pM), registrada en un espectrofotémetro de flujo
detenido (stopped-flow). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de CBA en las
constantes de velocidad observadas (kobs). (b) Curso temporal de la emisién de fluorescencia
debida a la oxidacion de CBE (15 pM) por peroxinitrito (0.3 pM), registrada en un
espectrofotometro de flujo detenido (stopped-flow). Panel derecho: efecto de las concentraciones
crecientes de CBE en las constantes de velocidad observadas (kobs). () Curso temporal de la
emision de fluorescencia debida a la oxidacién de CBE (10 uM) por H202 (3 mM), registrada en
un lector de placas de fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de las concentraciones
crecientes de H20:2 en las constantes de velocidad observadas (kobs). Todas las determinaciones
se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4, conteniendo 0.1 mM de DTPA a 25°C, con Aexc =
332 nm; Aem = 470 nm, excepto para las determinaciones realizadas en stopped-flow donde
mediciones de fluorescencia se realizaron con Aex = 332 nm y se recoge emision total).

Cabe destacar, que al realizar las determinaciones con peroxinitrito este oxidante fue
utilizado en cantidades sub-estequiométricas respecto a la sonda, mientras que para las
determinaciones de H;O: se tuvo que utilizar este oxidante en gran exceso debido a su
cinética muy lenta.

Tabla 1. Constantes cinéticas determinadas para la reaccion entre CBA y CBE con diferentes
oxidantes a 25°C a pH 7.4.

CBA CBE
Oxidante K (M'l S'l) k (M1s?
Peroxinitrito (1.1 £ 0.4) x 10° (1.3+0.6) x 10°
H.0, (1.5 £ 0.2)® (1.47 + 0.56)

(*) Reportado en la literatura por el grupo de Kalyanaraman et al. (110)
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Conclusiones parciales

El éster del acido borénico de cumarina (CBE) fue generado en 2 pasos de reaccion con
un alto rendimiento global (R~ 77%), y el &cido borénico de cumarina (CBA) en 3 pasos
de reaccion con buen rendimiento global (R ~ 29 %). Las técnicas sintéticas reportadas
por Du et al. donde describen por primera vez la sintesis del éster borénico de cumarina
(134), carecen de suficiente reproducibilidad por lo que no fue posible obtener CBE
siguiendo esa ruta. Sin embargo, logramos optimizar la sintesis tanto del éster como del
acido borénico de la cumarina (CBE y CBA), acortando tiempo de reaccion y mejorando
condiciones en cuanto a manipulacion y utilizacion de disolventes mas amigables con el
medio ambiente. Si bien no obtuvimos mejores resultados con una forma mas eficiente
de calentamiento como MW, si fue posible optimizar la reaccién, aislamiento y
purificacién de los productos utilizando disolventes menos toxicos y mas amigables para
el ambiente que los que estaban reportados.

Determinamos la constante de la reaccion de ambos compuestos con peroxinitrito,
obteniendo el mismo valor de Kcgaonoo- 1.1 x 108 M1s que se reporta en literatura (110)
y un valor de Kceeionoo- = 1.3 x10% M1st del mismo orden que el obtenido para CBA e
idéntico comportamiento, demostrando que los boronatos reaccionan frente a
peroxinitrito de manera extremadamente rapida. También determinamos la Kcgemzoz =
1.47 M1s? obteniendo un valor de constante de velocidad equivalente al reportado
previamente para la reaccion de CBA con H»0O- (110).

Es interesante destacar, que si bien el CBA (obtenido con 29% de rendimiento global)
reacciona extremadamente rapido con peroxinitrito, su éster CBE reacciona de la misma
manera, siendo éste obtenido en el paso previo de reaccion (77% de rendimiento
global), esto implica menor tiempo, menores costos y menor generacion de desechos
organicos. Ademas, el CBE es mas lipdfilico que el CBA por presentar grupos metilo en
lugar de hidroxilos, lo que le puede dar una ventaja al atravesar membranas bioldgicas.
Por lo tanto, decidimos continuar nuestro trabajo centrAndonos en el éster borénico
como agrupamiento electrofilico capaz de reaccionar con oxidantes nucleofilicos.

Contar con ambas sondas fluorescentes, CBE y CBA, en nuestro grupo de investigacion
fue un aporte importante que ayudd en el avance de diferentes lineas de trabajo
referentes al estudio del estrés nitroxidativo, aportando al desarrollo de articulos
originales como Demicheli et al. Biochemistry (2016), 55, 3403-3417, y Prolo et al. Free
Radical Biology and Medicine 87 (2015) 346—355.
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2. Modificaciones estructurales de CBE

2.1. Modificaciones estructurales de CBE para dirigirlo a la matriz mitocondrial

El &cido cumarin-7-borénico (CBA) ha sido reportado como sonda fluorescente para la
deteccién de especies nucleofilicas de relevancia biolégica como H,O, y peroxinitrito
(110), reaccionando 10° veces mas rapido con el dltimo. En la seccion 1.2
demostramos que su éster precursor CBE reacciona de manera idéntica al derivado de
acido borénico CBA, con ambos oxidantes. Por lo tanto, el agrupamiento éster borénico
reacciona de la misma manera que su acido borénico frente a especies oxidantes de
relevancia biolégica, y es obtenido en un paso previo de reaccion.

En condiciones donde se generan varios oxidantes, los boronatos reaccionan
preferencialmente con peroxinitrito debido a su cinética mas favorable, como ha sido
reportado por nosotros y otros grupos (27, 109, 111).

Dado que las mitocondrias son uno de los principales sitios de produccion de especies
reactivas, hemos trabajado en modificaciones estructurales de CBE para dirigirlo a la
matriz mitocondrial. La estrategia se basa en la habilidad de cationes lipofilicos como el
trifenilfosfonio (-P(Phs)*) de atravesar la membrana mitocondrial conducido por su
diferencia de potencial (Ay <0), ingresando a la matriz mitocondrial haciendo que la
sonda se concentre dentro de este organelo (~ 100 veces)(135) (138).

Por lo tanto, nos propusimos desarrollar una nueva sonda fluorescente acoplando CBE
covalentemente a trifenilfosfonio para la deteccién de peroxinitrito dirigida a la matriz
mitocondrial, llamada MitoCBE, Figura 15.
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Figura 15. Estructura quimica de MitoCBE.
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Resultados y Discusion

La ruta general de obtencion de MitoCBE se basa en la borilacién y monohalogenacion
de 4-metilumbeliferona y posterior transformacién en la sal de fosfonio correspondiente,
Esquema 7. Para ello trabajamos en tres estrategias sintéticas:

9 ¢
1
HO (o] o o- B (o] (o] o- B o (o]
i) Bopin, PPh;
G -
= Az = P

Q
& X C
| Q @
Esquema 7. Ruta general para la obtencion de MitoCBE

Estrategia I: Monohalogenacién radicalar del grupo metilo en posicién 4.

Una primera estrategia sintética para acoplar covalentemente el catién trifenilfosfonio a
CBE se muestra en el Esquema 8. A partir de 4-metilumbeliferona se generé el
correspondiente triflato 2, y éste se transformd en el compuesto boronado 3, en una
primera etapa. Posteriormente, se someti0 a condiciones de monohalogenacion
radicalaria, para finalmente hacerlo reaccionar con trifenilfosfina precipitando la sal de

fosfonio. Esquema 8.
N
0.0 o-B o.__.0
P ,..
4 Br

W—’W—* O @({ ,

4-metilumbeliferona

SSBT
MitoCBE PPh;

Esquema 8. Sintesis del éster boronico 3. (a) (CF3S02)20, Py, CH2Cl2 0°C, 1 h (R = 90%); (b)
B2pinz, dppf, Pd(dppf)Clz, KOAc, Dioxano, 80°C, 6h (R > 99%).

Una vez obtenido el éster bordnico de 4-metilcumarina 3 en dos pasos de reaccion, se
ensayaron distintas condiciones mostradas en la Tabla 2 para la monohalogenacién del
grupo metilo en posicidn 4. Aunque se ensayaron diferentes condiciones de reaccion,
tales como diferentes iniciadores radicalares (hv, BPO), disolventes (H.O, CCly),
temperatura y tiempo no fue posible obtener el producto de interés por esta ruta,
obteniéndose productos halogenados en el anillo aromético o dibromados sobre el
metilo, evidenciado por espectroscopia de RMN (*H, 3*C, COSY, HSBC, HSQC) y
espectrometria de masas (ESI).
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Tabla 2. Condiciones ensayadas para la monohalogenacion del grupo metilo del éster borénico
3 (Esquema 8).

Entrada Reactivo/  Disolvente Temp. Tiempo Comentarios Ref.
Iniciador (h)
No hay reaccion.

1 NBS/ hv H20 T.A. 7 Problemas de (139)
100w solubilidad.

2 NBS/BPO, CCl4 T.A. 20 7% dibromado; 5% (140)0
hv 200W bromacion del anillo

3 NBS/BPO CCl4 T.A. 20 8% dibromado; (240)®

2% bromacion del anillo

4 NBS/ hv CCls T.A. 24 No hay reaccion. (140)0

200W

NBS: N-bromosuccinimida; BPO: peroxido de dibenzoilo; T.A.: temperatura ambiente.
(*) con modificaciones de la técnica.

Paralelamente, se repitieron las condiciones de reaccion descritan en las entradas 2 a
4 de la Tabla 2, pero partiendo del correspondiente acido borénico de 3, sintetizado por
ruptura oxidativa con NalO4, Esquema 9. En estas condiciones ensayadas tampoco se
pudo obtener el producto de monohalogenacion sobre el metilo en posicion 4.

AXO HQ HQ
B 0.0 B o.__0 B 0.__0

o- HO” HO"

1) NalO, Tabla 3
= i)H%L' z = =
3 R =49% .
Esquema 9.
Tabla 3.
Entrada Reactivo/ Disolvente Tiempo Comentarios Ref.
Iniciador [Temp. (h)
1 NBS/BPO, CCIJ/T.A 20 7% dibromado; 7% (140)®
hv 200W bromacion del anillo
2 NBS/BPO  CCI4/T.A. 23 7% dibromado; 2% (140)0
bromacién del anillo
3 NBS/ hv CCl/T.A 24 R < 1% (140)®

200W
NBS: N-bromosuccinimida; BPO: peréxido de dibenzoilo; T.A.: temperatura ambiente.
(*) con modificaciones de la técnica.

Si bien obtuvimos el éster borénico de la 4-metilcumarina 3 con excelente rendimiento
global (Rgional = 89%), en las condiciones ensayadas no fue posible obtener el compuesto
de interés 4.

Por lo tanto, se disefid una nueva estrategia sintética.
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Estrategia Il: Clorometilacion de Blanc en posicion 3.

Debido a que pudimos obtener tanto el triflato 2, como el éster borénico de la 4-
metilcumarina 3 con excelente rendimiento (Esquema 8), nos planteamos realizar una
clorometilacién de Blanc, partiendo del triflato 2 o partiendo del boronato 3 (Esquema
10). La clorometilacion de Blanc, llamada asi en honor a Gustave Lois Blanc quien la
describe por primera vez en 1923, utiliza formaldehido y HCI (g) generado in situ,
catalizado por cloruro de zinc u otro acido de Lewis para formar clorometilarilos o
clorometilo soportado sobre un doble enlace (141).

Generacion de HCI (g)(142):

El HCI (g) genera segun la Ecuacion 13.

En un ecualizador se colocan 50 mL de HCI (ac) 37%
comercial, y se conecta a un bal6n de dos bocas
conteniendo 50 g de CaCl, con agitacion magnética,
y se deja caer el HCI (ac) gota a gota. La segunda
boca con una salida para liberar el HCI (g) generado
gue se introduzca en el seno de la reaccion de
interés.

Alternativamente, se gener6 utilizando el mismo sistema que muestra la foto pero
colocando 20 mL de H,SOa4 cc en el ecualizador y dejando caer gota a gota sobre NaCl
(50 g) colocado el balon, segan la Ecuacion 14:

NaCl (s) + H2SO.4 (ac) cc  —> NaxSO4 (s) + HCI(g)  Ecuacion 14

En algunas de las condiciones ensayadas se coloc6 una trampa de H.SO. cc entre la
generacion de HCI (g) y la reaccion como deshidratante para secar el HCI (g).

Al realizar la reaccién de clorometilcion partiendo del éster borénico de 4-metil cumarina
3, no se di6 la reaccion cuando se realiz6 a T.A. Sin embargo, al repetirla con
calentamiento a reflujo se hidroliza el éster borénico al correspondiente acido borénico
en un 42 %, evidenciado por espectroscopia de *H-RMN.

Por lo tanto, se realizé la misma reaccién partiendo del triflato de 4-metilcumarina 2,
donde se obtuvo el compuesto de interés en muy bajo rendimiento (R = 2%), Esquema
10. Como la cantidad de masa obtenida fue muy poca para realizar el siguiente paso de
obtencion de la sal de fosfonio, se decidi6 explorar una tercer estrategia sintética.
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(CH,0)n (CH0)n
ZnCl, HCI (@) ZnCl, HCI (g)
AcOH 110°C 4h AcOH 110°C 4h
R=2% )Xo
TfO o__0 B o__oO

Esquema 10. (a) (CF3S02)20, Py, CH2Cl> 0°C, 1 h (R = 90%); (b) Bzpinz, dppf, Pd(dppf)Clz,
KOAc, Dioxano, 80°C, 6h (R > 99%).

Estrategia lll: Condensacién de Pechmann para dar 4-clorometilcumarina.

Dado que no fue posible obtener el producto monohalogenado mediante halogenacion
radicalar catalizada por luz del grupo metilo (Estrategia I), ni mediante clorometilacion
en posicién 3 (Estrategia Il), se cambié nuevamente la estrategia sintética segun el
Esquema 11. Se gener6 la cumarina halogenada 5 mediante reaccién de condensacion
de Pechmann, reacciéon con un agente triflante para dar 6, posterior borilacion vy
finalmente generar la sal de fosfonio (Esquema 11).
N
B

e
)
+c|\/ﬁ\/ﬁ @ " ™ @ " ¢ o~ °~¢°
HO OH OEt > = > z > 2 > —
S
5 Cl [ cl Cl @

Ph,

Esquema 11. Ruta sintética para la obtencion de MitoCBE. (a) H2SOas cc, T.A., 2 h (R > 99%);
(b) CsHsN(SO2CF3)2, DIPEA, CH3CN, T.A. 1 h (R = 33%); (c) Bzpinz, dppf, Pd(dppf)Clz, KOAc,
Dioxano, 80°C, 6h (R < 5%).

La condensacion de Pechmann fue descrita en 1884-1885 por Hans von Pechmann, un
guimico aleméan, como una manera simple de sintetizar cumarinas a partir de un fenol y
un acido carboxilico o éster que contenga un grupo 3-carbonilo llevada a cabo en medio
acido (143).

La 4-clorometil-7-hidroxicumarina 5 fue sintetizada por condensacion de Pechmann
entre un halo B-cetoester y dihidroxibenceno en medio acido de manera cuantitativa.
Debido a la disponibilidad de reactivos, el halégeno incorporado fue un atomo de cloro
proveniente del B-cetoester. Luego, para generar el triflato en posicion 7 de la 4-
clorometil-7-hidroxicumarina 5 se exploraron dos estrategias diferentes: utilizacion de
una base para desprotonar al H* fendlico, o el agregado de un &cido de Lewis para
aumentar la electrofilia del anhidrido o la sulfonamida segun el caso (Tabla 4). En la
Tabla 4 se muestran las diferentes condiciones de reaccion ensayadas.
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Tabla 4. Condiciones ensayadas para la obtencion de 6, triflato de 4-clorometilcumarina.

Entrada Ag. Triflante Base/Ac. de Disolvente  Tiempo/ Comentarios  Ref

Lewis Temp.
1 (TfO)20 Py CH2Cl/DMF ~ 4h T.A. No hay (137)®
reaccion

2 CeHsN(SO2CFs)2 DIPEA CHsCN 1hTA. R=33% (144)
3 (TfO)20 Py CHsCN 90h T.A. R=3%

16hA
4 (TfO)20 AICl3 CH2Cl> 68h T.A. No hay

7hA reaccion
5 CsHsN(SO2CF3)2  AlCls/p-TsOH CHzCl2 72 h No hay

5hA reaccion

(*) con modificaciones de la técnica.

Analizando las condiciones utilizadas, la mejor condicion encontrada fue utilizar N-fenil-
bis(trifluorometansulfonimida) como el agente triflante y DIPEA (N,N-
diisopropiletilamina) recién destilada como base, obteniéndose el monotriflato de interés
6, con un rendimiento de 33% (Tabla 4, Entrada 2). En estas condiciones también se
generé un subproducto con un sustituyente N-feniltrifluorometilsulfonamida en la
posicién 4, el cual fue evidenciado por espectroscopia de RMN pero no fue posible su
separacion por técnicas cromatograficas. Posteriormente, pudo ser aislado por
recristalizacion de dos disolventes en un 18% de rendimiento respecto al reactivo de
partida, Esquema 12.

HO o. _O TfO o. _O TS o. _O
DIPEA
= = + =
CH,CN
1h T.A. 0\"9
5 cl 6 cl l}l’ NcF

« )

Recristalizacion de dos
disolventes: EtOH y H,0O

TfO. (o) o]
Z
= 0,
R =33% 6 cl
szinz
dppf, Pd(dppf)Cl,
AcOK
Dioxano 80°C 6h
(o]
\
0 B (o) 0
/
0,
R<5% cl

Esquema 12. Obtencion y purificacion del monotriflato de interés 6.
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A continuacion, se realiz6 la borilacion del compuesto 6, bajo condiciones clasicas de
acoplamiento de Suzuki-Miyaura con bis(pinacolato)diboro, en medio basico con
catalizador de Pd, con muy bajo rendimiento (< 5 %). A pesar de purificaciones
sucesivas por técnicas cromatogréficas (cromatografia en columna y posterior TLC
preparativa), no fue posible obtener el boronato con la pureza y masa suficiente como
para seguir adelante con la obtencion de la sal de fosfonio. Queda pendiente ensayar
otras condiciones de borilacion.

En suma, si bien se exploraron diferentes estrategias sintéticas, no fue posible la
obtencion del MitoCBE de interés, por lo que centramos los esfuerzos en otras
modificaciones estructurales como se describe a continuacion.

2.2. Modificaciones estructurales de CBE: modulacion de sus propiedades
espectroscopicas.

Si bien las sondas CBA y CBE han sido muy utilizadas para la deteccién de especies
nucleofilicas, presentan ciertos inconvenientes debido a que la longitud de onda maxima
de excitacion y emision de fluorescencia de la forma oxidada (7-hidroxicumarina, COH)
estan dentro del rango UV del espectro electromagnético (COH: Aexe = 332 NnM; Aem =
470 nm). Estas propiedades limitan su utilizacion en metodologias habituales para
ensayos celulares, como citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia en la
mayoria de los laboratorios, donde no es posible iluminar o irradiar en el rango UV.
Sin embargo, modificando la estructura quimica de estas moléculas, es posible modular
sus propiedades espectroscépicas de manera de que su longitud de onda de excitacién
y emisién sea en el rango UV-Vis del espectro electromagnético, y de esta manera
ampliar su utilizaciéon a varias metodologias. Es asi que nos propusimos mejorar sus
propiedades espectroscépicas mediante modificaciones estructurales y asi generar
derivados de cumarinas, con mayores deslocalizaciones y soportando grupos dadores
de electrones.
En primera instancia, realizamos estudios in silico simulando espectros de excitacion
de una serie de derivados de cumarina. Aquellos compuestos con una longitud de onda
de excitacion tedrica maxima cercana a 470 nm fueron seleccionados para la sintesis
mediante condensacion de Pechmann (Esquema 13).

Ny

O’B o_.0

. 9 o o HO 0_0
HO OH R,)J\)Lore2 Z Z
R4 R4

Esquema 13. Sintesis de cumarinas por condensacién de Pechmann a partir de 1,3-bencenodiol
y un B-cetoéster. Posterior borilacion para obtener derivados de CBE.

Los estudios in silico se realizaron en colaboracion con la Dra. Alicia Merlino del
Laboratorio de Quimica Tedrica y Computacional, Facultad de Ciencias, Universidad de
la Republica.
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2.2.1 Estudios in silico de las propiedades espectroscopicas

Mediante modificaciones estructurales con sistemas conjugados es posible modular las
propiedades espectroscdpicas. Por lo tanto, previamente se realizaron estudios in silico
a nivel TD-DFT/PBE (Time-Dependent Density Functional Theory) con el Software
Gaussian 09, para simular el espectro de absorcion de una serie de derivados de
cumarina, y evaluar cémo las modificaciones estructurales afectan a los espectros

resultantes.

La eleccidn de los sustituyentes se basa en la disponibilidad comercial de los derivados
de B-cetoésteres, donde se incorpora el sustituyente de interés a la molécula final
(posicién 6 de la cumarina) mediante la condensacion de Pechmann (R; del Esquema
13). Se realizaron varios espectros simulados a nivel TD-DFT/PBE como se detalla en

la Tabla 5, y se muestran en la Figura 15.
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Tabla 5.
Sustituyente A exc max (hm) A exc max (nm) Fuerza del
(R1) TD-DFT Experimental Oscilador
HO 339 332 0.3212
1,3-dimetoxibenceno 432 N.D. 0.1346
1,3-benzodioxol 470 N.D. 0.1289
benceno 364 N.D. 0.2114
bifenilo 396 N.D. 0.3057
4-metoxibenceno 402 N.D. 0.227
3,4,5-trimetoxibenceno 436 N.D. 0.0915
naftaleno 422 N.D. 0.0701

(*) COH se utilizé para validar el método; N.D.: No determinado.

Como muestra la Tabla 5, en cumarinas sustituidas con grupos aromaticos que soportan
grupos dadores de electrones se observa corrimiento a mayores longitudes de onda del
Aexc maximo, a regiones visibles del espectro electromagnético. Las cumarinas que
soportan los sustituyentes en posicién 6 (Ri1) 1,3-dimetoxibenceno y 1,3-benzodioxol
(Figura 15), resultaron los mejores grupos con un maximo de excitacién teérico cerca
de 430-470 nm respectivamente.

Estos derivados fueron seleccionados para su sintesis por condensacién de Pechmann
a partir de resorcinol y el 3-cetoester correspondiente en medio acido.

2.2.2 Sintesis de los derivados de cumarinas seleccionados

La estrategia de sintesis mediante condensacién de Pechmann entre 1,3-bencenodiol
con el [B-cetoéster correspondiente en medio acido para dar las cumarinas
seleccionadas se muestra en el Esquema 14. Una vez obtenida la cumarina modificada
de interés y posterior borilacién se espera obtener derivados de CBE con mejoradas
propiedades espectroscapicas.

Para la condensacién en medio &cido se realizaron dos metodologias: A, asistida por

microondas y B, convencional.

OCH,4

HO o__o R

(o] 0 H*
l :l + —_— OCH
HO OH R1)I\/U\OR2 AoB 7 o ?
R, \@ >
o

Esquema 14. Ruta sintética de cumarinas modificadas. Método A: TFA MW 100°C 200W;
Método B: H2SO4 70% T.A. R2 = CHs.

Se ensayaron varias condiciones para la condensacion, utilizando tanto métodos
convencionales (145), como métodos asistidos por microondas (146) (Tabla 6).
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Tabla 6.
Entrada Rz R1 Método® Tiempo Rend. (%) Ref
1 CH2CHs CHs A 30 min >99 (146)
2 CH2CHjs CHs B 5h 92 (145)
3 CHs 1,3-dimetoxi- A 45 min No hay (146)
benceno reaccion
4 CHs 1,3-dimetoxi- B 72 h Reaccion (145)
benceno incompleta
5 CHs benzo[d][1,3]dioxol A 45 min No hay (146)
reaccion
6 CHs benzo[d][1,3]dioxol B 72 h Reaccion (145)
incompleta

®Método A: TFA MW 100°C 200W; Método B: H.SO,4 70% T.A.

Al optimizar las condensaciones tanto por métodos convencionales, como asistida por
MW, cuando el sustituyente R; es un grupo pequefio como el metilo los rendimientos
fueron excelentes (R = 92 % y 99% respectivamente). Sin embargo, al repetir las
técnicas con sustituyentes voluminosos como 1,3-dimetoxibenceno y 1,3-benzodioxol,
no se da la reaccion en ningln caso. Este resultado puede ser debido a que ambos
sustituyentes son aromaticos soportando grupos dadores de electrones generando un
sistema con alta densidad electrénica, afectando la carga parcial positiva 6(+) de los
carbonos carbonilicos y por tanto, disminuye la reactividad en la condensacion.

Conclusiones parciales

En esta seccion se describe el disefio de modificaciones estructurales de CBE para
mejorar y ampliar sus propiedades. En primera instancia (seccion 2.1), trabajamos en la
posibilidad de dirigir a CBE a organelos celulares especificos, en particular la
mitocondria dado que es uno de los principales sitios de produccidn de peroxinitrito. La
estrategia se basé en acoplarle un cation lipofilico como el trifenilfosfonio (-P(Phs)*), el
que tiene la capacidad de atravesar la membrana mitocondrial conducido por su
diferencia de potencial (Ay <0), ingresando a la matriz mitocondrial haciendo que la
sonda se concentre dentro de este organelo. Para ello exploramos tres estrategias
sintéticas de manera de generar primeramente la cumarina haloalquil sustituida y
posterior precipitacion de la sal de fosfonio. En primera instancia (Estrategia ),
exploramos la monohalogenacion radicalar sobre el grupo metilo de la 4-metilcumarina,
sin embargo, se obtuvieron productos dihalogenados o halogenaciones sobre el anillo
aromatico. Posteriormente, (Estrategia Il) trabajamos en la clorometilacién de Blanc con
generacion de HCI (g) in situ, sobre el doble enlace de la cumarina, obteniéndose el
producto de interés en muy bajo rendimiento y poca cantidad de masa como para seguir
adelante (R = 2%). Por lo que, por ultimo (Estrategia Ill), se obtuvo la 4-clorometil-7-
hidroxicumarina 5 por condensacion de Pechmann entre un halo B-cetoester y di-
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hidroxibenceno en medio acido de manera cuantitativa (R > 99%). Tras explorar
diferentes condiciones de generacion del triflato correspondiente, obtuvimos el 4-
(clorometil)-7-trifluorometanesulfonato de cumarina 6 (R = 33%). Sin embargo, la
reaccién de borilacion en condiciones clasicas no procedio, por lo que se continuara
explorando otras condiciones.

Posteriormente en la seccion 2.2, se estudiaron otras modificaciones estructurales. Los
diferentes sustituyentes aromaticos al aumentar la deslocalizacién electrénica causan
una disminucion en las energias de transicion = — z*, lo que lleva a desplazar las Aexc
a mayores longitudes de onda, con la concomitante emision a longitudes de onda aun
mayores. Los grupos dadores de electrones soportados en el sustituyente aromatico
mejoran esta propiedad. En colaboracion con la Dra. Alicia Merlino del Laboratorio de
Quimica Tedrica y Computacional (Facultad de Ciencias, Udelar), utilizamos la teoria
funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT/PBE) para simular los
espectros de excitaciéon de una serie de derivados de cumarina. Las cumarinas que
soportan los sustituyentes en posicion 6 (R1) 1,3-dimetoxibenceno y 1,3-benzodioxol
(Figura 12), resultaron los mejores grupos con un maximo de excitacién teérico cerca
de 430-470 nm respectivamente, procediendo a su sintesis. Se ensayaron diferentes
condiciones de reaccidn basados en la condensacion de Pechmann sin éxito. Dado que
al realizar la reaccién con un sustituyente pequefio en el B-cetoéster como metilo la
condensacién se dio con rendimientos excelentes, tanto por métodos convencionales
como asistido por MW, podria ser que los sustituyentes voluminosos y con alta densidad
electrénica pudieron haber afectado el caracter electrofilico de los carbonilos impidiendo
la reaccion de condensacion.

En resumen, no fue posible la obtenciéon de un derivado de CBE dirigido a la matriz
mitocondrial (seccién 2.1), ni un derivado de CBE con mejoras en sus propiedades
espectroscopicas (seccion 2.2). Sin embargo, el aprendizaje de técnicas para generar
modificaciones estructurales que permiten modular diferentes propiedades, ya sean
espectroscopicas o la posibilidad de dirigirlas a sitios celulares especificos, fue
sumamente enriquecedor.

Por otra parte, entendiendo las necesidades del area redox nos llevé al disefio de una
nueva estructura que combine ambas caracteristicas. Esta herramienta podra ser de
gran utilidad tanto para las lineas de investigacion de nuestro laboratorio, asi como para
grupos internacionales que estudian las bases moleculares de procesos de 6xido-
reduccién y estrés nitroxidativo.

Por lo tanto, centramos nuestros esfuerzos en el disefio y sintesis de una nueva sonda
derivada de cumarina para la deteccion de especies oxidantes nucleofilicas, en especial
peroxinitrito, que permitird profundizar en el conocimiento de los procesos moleculares
subyacentes a diversas patologias relacionadas al estrés nitroxidativo. Esta nueva
estructura contar4d con un agrupamiento éster borénico como centro electrofilico,
trifenilfosfonio como cation lipofilico capaz de dirigirla a un organelo celular especifico
como la mitocondria, y ademas la estructura base de la cumarina esta modificada para
ser mas grande y con mayores deslocalizaciones electrénicas, que permitan optimizar
las longitudes de onda de excitacion y emision para ampliar su utilizacion a varias
metodologias. En la siguiente seccién se describe el desarrollo de MitoCT.
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Materiales y Métodos

Reactivos

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y utilizados sin
purificacion posterior. Todas las reacciones que involucran reactivos sensibles a la
humedad o al oxigeno atmosférico se realizaron bajo atmdsfera de nitrogeno o
atmosfera de argén, y se usaron disolventes secos. El grado de avance de las
reacciones se monitorea por cromatografia en capa fina (TLC) en placas silica gel TLC-
PET (Fluka). Visualizacion con luz UV (A = 254 nm). La cromatografia de columna (CC)
se realiz6 en silica flash (60 A, 230-400 mesh, 40-63 um, Fluka) como fase
estacionaria.

Los espectros *H-RMN y *C-RMN de los compuestos se realizan en un equipo Bruker
DPX 400 (400 MHz). Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de partes por millén
(ppm) en relacion con el TMS y las multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd:
doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, br: sefial ancha (del
inglés broad signal). La completa caracterizacion es realizada con la combinacién de
experimentos bidimensionales COSY, HMQC o HSQC y HMBC.

Los espectros de masa por impacto electrénico se realizan en un equipo Shimadzu
GC/MS QP 1100 EX a un potencial de ionizacion de 70 eV por inyeccion directa (ID).
Los puntos de fusion se determinan en un equipo Gallenkamp Melting Point Apparatus
y en un equipo Electrothermal Digital Melting Point Apparatus.

El peroxinitrito se preparé haciendo reaccionar NaNO, con H,O, en medio acido (147) y
la concentracion se determiné midiendo absorbancia a 302 nm de la solucién alcalina (€
=1670 M1cm? (77)). Las soluciones stock se almacenan a -80 °C con agregado de
MnO; para eliminar trazas de H,O,, y se diluyen en NaOH 0.1 M inmediatamente antes
de usar.

1. Sintesis y caracterizacién espectroscopica de CBA y CBE

7-trifluorometansulfoniloxicumarina (1): (137)
TiO o (o
T
En un balon de dos bocas bajo atmdsfera de N2 (g) se disuelve 7-hidroxicumarina (200
mg, 1.2 mmol) en 5 mL de CHxCl, seco, y se agrega piridina (0.2 mL, 2.4 mmol). Se
coloca el sistema en un bafio agua-hielo a 0 °C y se agrega gota a gota anhidrido
trifluorometansulfénico (0.3 mL, 1.5 mmol). Se monitorea por TLC: fase estacionaria
silica gel, fase movil Hexano:AcOEt (1:1). Visualizacién por UV a 254 nm. A los 30
minutos de comenzada la reaccion se observa desaparicion total del reactivo de partida

y aparicién de un Unico producto, por lo que se detiene la reaccion. Se agrega 20 mL de
Et,O y se extrae con HCI 1M (3 x 10mL). La fase organica se lava con solucion saturada
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de NaHCOs (ac) (1 x 10 mL) y solucién saturada de NaCl (ac) (1 x 15 mL). La capa
organica se seca con NaxSOy, filtra y el disolvente se destila a presidén reducida.

El producto obtenido con alta pureza y se usa en el paso siguiente sin mas purificacion.
Solido amarillo, R >99% (352 mg). P.F: 74.5 - 76.5 °C.

IH RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 6.55 (1H, d, J= 9.6 Hz), 7.47 (1H, dd, J = 8.6 y 2.4 Hz),
7.55 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.94 (1H, d, J = 8.6 Hz), 8.09 (1H, d, J = 9.6 Hz). 3C RMN (400
MHz, (CDs),CO) & 158.8, 154.7, 150.8, 142.7, 130.3, 120.3, 119.5, 117.6, 117.5,
110.3.

MS (EI): m/z (%) = 294 (M*, 39), 202 (37), 161 (37), 133 (100)

7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)cumarina (CBE): (137)

Ny

\

0/B 0 o]

o

En un bal6n de dos bocas bajo atmésfera de N2 (g) se agrega bis(pinacolato)diboro (1.16
g, 4.6 mmol), bis(difenilfosfino)ferroceno (138 mg, 0.25 mmol), 1,1"-
bis(difenilfosfino)ferroceno-dicloropaladio(ll) (182 mg, 0.25 mmol) y acetato de potasio
(1.22 g, 12.5 mmol) en 20 mL de dioxano. Luego se agrega el compuesto 1 (1.23 g, 4.2
mmol) y se calienta a 80 °C en bafio de aceite bajo atmdsfera de N2 (g). La reaccioén se
monitorea por TLC, fase estacionaria silica gel, fase mévil Hexano:AcOEt (1:1).
Visualizacion por UV a 254 nm y revelador anisaldehido. Luego de 6 horas y 30 minutos
de calentamiento a 80°C se observa desaparicion total del reactivo de partida y se
detiene la reaccion. Una vez a T.A. se agrega Et,O y se hace un reparto con solucion
saturada de NaCl. La fase orgénica se seca con Na,SOg, filtra y el disolvente se destila
a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna, fase
estacionaria: silica flash, fase mévil: gradiente de polaridad Hexano:Et,O (9:1) hasta
(6:4). Sélido blanco. R = 77% (1.12g) P.F.: 174.0 - 176.0 °C.

'H RMN (400 MHz, CDCl3z) 8 1.39 (12H, s), 6.48 (1H, d, J=9.5 Hz), 7.49 (1H,d, J=7.6
Hz), 7.69-7.74 (2H, m), 7.76 (1H, s). 3C RMN (400 MHz, CDCls) 3 160.8, 153.5, 143.2,
130.2, 127.1, 122.9, 120.8, 117.8, 84.5 (2C), 24.9(4C) (No se observa C-B).

MS (EI): m/z (%) = 272 (M*, 45), 257 (31), 186 (100), 173 (47)

Acido cumarin-7-borénico (CBA): (148)
(I'.)H
HO/B 0. 0
=
En un bal6n se suspende CBE, (200 mg, 0.73 mmol) en 10 mL de una mezcla THF:H.O
(4:1) y luego se agrega NalO4 (470 mg, 2.20 mmol). Se deja agitando a temperatura

ambiente por 1 hora y 20 minutos. Luego de ese tiempo se agrega a la mezcla de
reaccion 2 mL de HCI 1M y se deja agitando a T.A. toda la noche. La reaccion se
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monitorea por TLC, fase estacionaria silica gel, fase movil Hexano:AcOEt (3:7). Alas 21
horas se detiene la reaccion debido a la desaparicion del reactivo de partida evidenciado
por TLC. Se agrega agua y se hacen extracciones con AcOEt. La fase organica se lava
con solucién saturada de NaCl, se seca con Na,SQOy, filtra y destila a presion reducida.
El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase movil: gradiente de polaridad Hexano:AcOEt (1:1) hasta (1:9). Solido blanco,
R =38 % (51 mg). Descompone a 353 °C.

H RMN (400 MHz, (CD3).CO) & 6.46 (1H, d, J=8 Hz), 7.52 (2H, s, -B(OH),) parcialmente
intercambiado con H,0O, 7.67 (1H, d, J=8 Hz), 7.79-7.82 (2H, m), 8.01 (1H, d, J = 8 HZ).
13C RMN (400 MHz, (CDs).CO) d 154.0, 143.5, 129.7, 127.3, 1215, 120.4, 117.1
(No se observa C-B).

MS (EI): m/z (%) = 190 (M*, 89), 172 (31), 162 (89), 73 (100)

2. Modificaciones estructurales de CBE

4-metil-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (2): (137)
TfO 0 ()

Z

Se sintetiza analogamente al triflato de cumarina 1, partiendo de 4-metilumbeliferona
(2.00 g, 11.3 mmol), piridina (1.82 mL, 22.7 mmol), anhidrido trifluorometansulfénico (2.3
mL, 13.6 mmol) en 20 mL CH,Cl, seco, agregados sobre un bafio de agua-hielo a 0°C,
y se deja agitando a T.A. por 1 h. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en
columna, fase estacionaria: silica flash, fase mévil: gradiente de polaridad EP:AcOEt
(7:3) hasta (6:4). Sélido crema brillante, R = 90% (3.14 g).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 2.49 (3H, s) 6.38 (1H, s), 7.26 — 7.31 (2H, m), 7.71 (1H, d,
J = 8.0 Hz). 3C RMN (400 MHz, (CDCls) & 159.50, 154.14, 151.20, 151.78, 126.35,
120.07, 117.44, 116.01, 110.58, 18.79.

MS (EI): m/z (%) = 308 (M, 79), 216 (20), 175 (53), 147 (100)

4-metil-7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)cumarina (3): (137)

Se sintetiza analogamente a CBE partiendo de bis(pinacolato)diboro (2.81 g, 10 mmol),
bis(difenilfosfino)ferroceno (33 mg, 0.6 mmol), 1,1 -bis(difenilfosfino)ferroceno-
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dicloropaladio(ll) (44 mg, 0.6 mmol) y acetato de potasio (2.96 g, 30.2 mmol) en 30 mL
de dioxano. Luego se agrega el triflato de 4-metilcumarina 2 (3.1 g, 10 mmol) y se
calienta a 80 °C por 6 h. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna,
fase estacionaria: silica flash, fase movil: Hexano:AcOEt (85:15). Sélido blanco, R > 99%
(2.90 g).

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 1.39 (12H, s), 2.47 (3H, s), 6.35 (1H, s), 7.62 (1H, d, J =
7.6 Hz), 7.69 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.76 (1H, s). 13C RMN (400 MHz, CDCls) d 160.84,
152.08, 130.01, 123.73, 123.09, 122.0, 116.12, 84.43 (2C), 24.88 (2C), 22.67 (2C),
18.65. (No se observa C-B)

MS (EI): m/z (%) = 286 (M*, 58), 271 (30), 200 (100), 187 (50)

Acido 4-metil-cumarina-7-boronico: (148)

Se sintetiza analogamente a CBA partiendo de 3 (1.0 g, 3.45 mmol) en 50 mL de una
mezcla THF:H.O (4:1) y luego se agrega NalO4 (2.2 g, 10.00 mmol). Se deja agitando a
temperatura ambiente por 1 hora y 30 minutos. Luego de ese tiempo se agrega a la
mezcla de reaccion 10 mL de HCI 1M y se deja agitando a T.A. toda la noche, 21 h. El
crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica flash,
fase movil: gradiente de polaridad Hexano:AcOEt (1:1) hasta AcOEt. Sélido marrén, R
=49 % (345 mg).

'H RMN (400 MHz, (CD3),CO) d 2.52 (3H, s), 6.36 (1H, s), 7.54 (1H, s, -B(OH),)
parcialmente intercambiado con H.O, 7.76 (2H, d, J= 8 Hz), 7.78 (1H, d, J = 8 Hz).

Triflato de 3-clorometil-4-metilcumarina (2) (149):

TfO. 0. (o}

= Cl

En un balén de dos bocas se coloca el triflato de 4-metilcumarina 2 (500 mg, 1.62 mmol),
ZnCl; (220 mg, 1.62 mmol), paraformaldehido (97 mg, 3.24 mmol) y se disuelve en &cido
acético glacial (15 mL). Se barbotea el HCI (g) en el seno de la solucién y se lleva el
sistema a reflujo. Se monitorea por TLC. A las 4 h 0 9 h segun el caso de calentamiento
a reflujo se detiene la reaccién, se vuelca sobre agua-hielo donde precipita un sélido
blanco. Se filtra a vacio por butchner con lavados de Et,O frio. Se purifica por
cromatografia en columna, fase estacionaria: silica flash, fase movil: gradiente de
polaridad partiendo de Hexano:AcOEt (8:2) hasta (7:3). Aceite claro, R = 2% (9 mg).

IH RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 2.69 (3H, s), 4.80 (2H, s), 7.52 (1H, dd, J=4 Hzy J =
8 Hz), 7.59 (1H, d, J = 4 Hz), 8.15 (1H, d, J = 8 H2).
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4-(clorometil)-7-hidroxicumarina (5): (144)
HO o o

Z

Cl

En un baldn colocado en un bafio de agua-hielo a 0°C se agrega 4-cloroetilacetoacetato
(1.1 mL, 8.5 mmol) y H>SO4 cc (3 mL). Luego se agrega resorcinol (940 mg, 8.5 mmol)
en pequefias porciones. Se retira el bafio y se deja llegar a temperatura ambiente con
agitacion magnética. Se monitorea la reaccion por TLC. Luego de 2 h de reaccion se
evidencia desaparicion total del reactivo de partida por lo que se detiene la reaccion. Se
vuelca la mezcla sobre agua-hielo y el sélido precipitado se filtra a vacio. El producto
obtenido es de tal pureza que no es necesaria su purificacion posterior. Sélido tostado.
R>99% (2.01 g).

IH RMN (400 MHz, (CD=).CO) & 4.93 (s, 2H), 6.42 (s, 1H), 6.80 (d, J = 4 Hz, 1H), 6.91
(d, J =8 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8 Hz, 1H). 3C RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 161.2, 159.9,
155.9, 150.6, 126.4, 112.8, 111.7, 110.1, 102.7, 41.3

MS (ESI +MS): m/z = 211 [M+ H]*, 213. +MS2 (211): m/z = 176, 148, 147, 132, 131,
119, 103, 91

4-(clorometil)-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (6):

TfO 0. (o]
P

Cl

En un baldn se disuelve la 4-clorometil-7-hidroxicumarina 5 (1.2 g, 5.6 mmol) en CH;CN
seco (12 mL), y luego se agrega la N-fenil-bis(trifluorometansulfonimida) (2.4 g, 6.8
mmol) y DIPEA (1.2 mL, 6.8 mmol) recién destilada. La mezcla se deja agitando a T.A.
por 1h. Se monitorea por TLC. Se concentra el crudo para eliminar el disolvente y se
realiza una cromatografia en columna, fase estacionaria: silica flash, fase mouvil:
gradiente de polaridad partiendo de Hexano:AcOEt (85:15) hasta (7:3). La
espectroscopia de RMN evidencia dos compuestos, por lo que se realiza una
recristalizacion de dos disolventes EtOH y H,O. El solido filtrado corresponde a la
cumarina con un sustituyente N-feniltrifluorometilsulfonamida en la posicion 4. Sélido
blanco esponjoso, R = 18% (540 mg).

IH RMN (400 MHz, (CD3).CO) & 5.58 (s, 2H), 6.59 (s, 1H), 7.45 — 7.62 (m, 7H), 8.16 (d,
J =8 Hz, 1H). 3C RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 136.2, 129.7, 128.8, 126.7, 117.6, 117.2,
110.6, 52.4.

MS (ESI +MS): m/z =549 [M* + H,O], 531 [M*], 384, 359, 331, 274.
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Las aguas madres se destilan a presion reducida para eliminar el EtOH, se extraen con
AcOEt con agregado de solucién saturada de NaCl para ayudar a separar las fases. Se
juntan las fases organicas, se seca con Na>SOs, se filtra y se destila a presion reducida.
Se obtiene el producto de interés como aceite anaranjado, R = 33% (638 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 5.07 (2H, s) 6.77 (1H, s), 7.55 (2H, dd, J=4 Hzy J=8
Hz), 7.62 (1H, d, J = 4 Hz), 8.13 (1H, d, J = 8 Hz).

MS (EI): m/z (%) = 341 (M+, 100), 343 (38), 215 (92), 209 (77), 181 (43)

3. Analisis cinético de CBA y CBE

Las determinaciones de las constantes cinéticas de CBA o CBE con los diferentes
oxidantes se llevaron a cabo bajo condiciones de pseudo-primer orden (exceso de 10
veces sonda sobre peroxinitrito). En el caso de H,0, el oxidante se utiliz6 en un exceso
de 300 veces. Se realizdO la técnica cinética de flujo detenido utilizando un
espectrofotbmetro de flujo detenido Applied Photophysics 18MX equipado con
fotomultiplicadores para mediciones de fluorescencia (Aex = 332 nm; emision total). Para
las determinaciones cinéticas con H,O: se utiliz6 un lector de placas de fluorescencia
(Varioskan, Thermo, Aex = 332 nm y Aem = 470 nm). Todas las determinaciones se
realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4, conteniendo 0.1 mM de DTPA a 25°C.

Los cursos temporales de aumento de fluorescencia debido a la formacién de 7-
hidroxicumarina (COH) partir de CBA o CBE, para cada concentracion de oxidante se
ajustan a curvas exponenciales simples, obteniendo una constante cinética observada

Kobs. Las kobs Obtenidas de esta manera, se graficaron en funcién de la concentracion
de sonda ajustandose a una recta cuya pendiente es la k cinética de la reaccion.
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1.2. Derivados de CBE dirigidos a la mitocondria con
mejoras en las propiedades espectroscopicas: MitoCT

Introduccién y estrategia experimental

El trabajo descrito en las secciones anteriores, permiti6 comenzar con modificaciones
estructurales de los derivados fenilborénicos, con el objetivo de poder dirigirlos a sitios
subcelulares especificos y asi identificar y estimar tasas de generacion de peroxinitrito
en la mitocondria, un organelo central para la formacién y acciones de peroxinitrito. En
esta seccion se describe el disefio, sintesis y evaluacion de la sonda MitoCT (mito
cumarin-triazol). Dicha sonda la hemos disefiado conteniendo un éster bordnico capaz
de reaccionar rapidamente con peroxinitrito dando el correspondiente producto
hidroxilado (27), unido a una cumarina fluorescente acoplada a un anillo de triazol como
un grupo dador de electrones de manera de modular sus propiedades espectroscépicas
llevando su Aexc méx en el rango Vis del espectro electromagnético (114), y por ultimo
soportando un agrupamiento trifenilfosfonio (Esquema 15). Los cationes lipofilicos como
este Ultimo son capaces de ingresar a la matriz mitocondrial haciendo que la sonda se
concentre dentro de este organelo (-~ 100  veces)(135, 138).

H R
: N

OH
onoo @ — I
—_—
~ 5 N1t 0 . . ry s
kA0S AX};\ o Los cationes lipofilicos
Los aril-boronatos reaccionan | °/ _____ pue_den ser d_irigidos
rapida y estequiométricamente P /\}J % hacia la matriz

con ONOO— para dar el 1‘ Ro—— mitocor?drial
correspondiente producto =N conducidos por la
diferencia de potencial

hidroxilado
(Ayr, <0)

Conector para mejorar
rendimiento cuantico y
propiedades
espectroscopicas

Fluorescencia relativa

J \.
— —

Longitud de onda (A, /em)

Esquema 15. Disefio de MitoCT.
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Resultados y Discusion

Para su obtencién se exploraron dos estrategias, una ruta sintética lineal y una ruta
sintética convergente.

1. Sintesis de MitoCT-i
i) Ruta Sintética Lineal

Para la preparacion de MitoCT, inicialmente comenzamos trabajando en una ruta
sintética lineal de 7 pasos de reaccion como se muestra en el Esquema 16.

CHO
/©: . )oL o - r° 0P o L HCLEOH | 0.0 /\’oH HO o
C:
Ho oH NS A9 o = ZNaNo, > Cu804 5H,0 P
H N” ™ 3. NaN; T N
7 H 2! 2! \
Ha0 MeCN N

R=18% R= 56% R=63%

N-fenilbistrifluoro-

metansulfonamida
DIPEA

Ng: N .

.B 0.0 PPh, .B o 2PIN2 TFQ,

PO, = OO, 00

/5‘\-—@ rg CH C\z ?j

N N

z/

OH

MeCN
'!
PPhs 12 N OH

MitoCT-i R=45% R=91%

Esquema 16. Ruta sintética lineal para la obtencién de MitoCT en la que se detallan las mejores
condiciones de reaccién obtenidas, luego de la puesta a punto de cada etapa de reaccion.

En primer lugar, se obtuvo la cumarina 7 a partir de la condensacion entre 2,4-
dihidroxibenzaldehido y N-acetilglicina. Esta reaccién se reporta en la literatura como
una reaccién secuencial con hidrélisis en medio acido y reaccién con NaNO; y NaNs
para dar la azidocumarina 8 (150), pero la realizamos en dos etapas para identificar en
cual de ambas etapas habia mayor pérdida de masa, debido que al seguir la técnica
original obtuvimos la azidocumarina 8 con muy bajo rendimiento (R = 3%). De esta
manera obtuvimos la cumarina 7 con 18 % de rendimiento y la azidocumarina 8 en un
56 %. Posteriormente, la azidocumarina 8 se sometio a una cicloadicién 1,3 con 3-butin-
1-ol mediante una reaccion de Click Chemistry® para dar el compuesto 9 con buen
rendimiento (R = 63%). Esta reaccion involucra la utilizacién de un agente reductor para
la reduccién in situ de una sal de Cu*? (CuSO.4*5H.0) a Cu*!, siendo esta Ultima la
especie catalizadora de la reaccion (151). Se ensay0 la reaccion en presencia de
ascorbato de sodio, un agente reductor comunmente utilizado, sin embargo, obtuvimos
el compuesto de interés 9 con 25% de rendimiento en 46 h de reaccion. Al sustituirlo por
el monohidrato de hidrazina (N2H4*H>O) como agente reductor, obtuvimos el compuesto
9 con buen rendimiento (R = 63%) en 24 h de reaccién, siendo por tanto el agente

3 El término Quimica Click, introducido por primera vez por Karl Barry Sharpless en 2001, se
refiere a una serie de caracteristicas deseables que deben reunir las reacciones, en este trabajo
nos centramos en la cicloadicién 1,3 entre alquinos y azidas orgénicas catalizada por Cu*!, para
dar triazoles 1,4-disustituidos, una de las reacciones mas estudiadas. 151. Himo F, et al
(2005) Copper (I)-catalyzed synthesis of azoles. DFT study predicts unprecedented reactivity and
intermediates. Journal of the American Chemical Society 127(1):210-216.
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reductor de eleccion. ElI compuesto 9 se hizo reaccionar con N-fenil-
bis(trifluorometansulfonimida), usando DIPEA como base, rindiendo el derivado 10 con
excelente rendimiento (R = 91%). Una vez obtenido el compuesto 10, realizamos una
borilacion con bis(pinacolato)diboro catalizada por Pd bajo las condiciones clasicas de
Suzuki-Miyaura (no mostrado en el Esquema 16). Se trabajé cambiando las condiciones
de reacciobn como combinaciones de catalizadores, tiempo y temperatura, pero no fue
posible obtener el producto borilado de interés con un rendimiento apreciable.
Considerando que una posible interaccion entre el alcohol alifatico y los catalizadores
de Pd impidié que la reaccién de borilacién tuviera lugar, decidimos realizar una
cloracion a nivel del alcohol alifatico de 10 con cloruro de tionilo (SOCI,), dando el halo-
alcano correspondiente 11. Para la cloracion del alcohol alifatico de 10 con SOCI;, se
estudiaron diferentes disolventes de la reaccién como Et;O y THF secos sin éxito. Sin
embargo, al realizar la cloracion utilizando CH2Cl. seco como disolvente de la reaccion
se obtuvo el compuesto de interés 11 con 45 % de rendimiento. Este derivado 11 es
tratado con bis(pinacolato)diboro en presencia de catalizador de Pd para dar el éster
borénico 12, Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de borilacion del compuesto 11, utilizando B2pin2 como agente borilante.

Entrada Cat. Pd Condiciones t (h) Comentarios
1 Pd(dppf)Cl KOAc, 10 h Se obtiene el
bis(difenilfosfino)ferroceno  Dioxano, 80°C producto
fenolico®
2 Pd(dppf)Cl2*CH:CI, KOAc, 11h Se obtiene el
Dioxano, A producto 12

contaminado en
bajo rend.

3 Pd(dppf)Cl> KOAC, 15h No hay
bis(difenilfosfino)ferroceno  Dioxano, 80°C reaccion.
MW

) probable hidrolisis en el work-up de la reaccion.
(**) no se realiza work-up, se concentra el crudo para eliminar el dioxano y se pasa a
purificacién por cromatografia en columna.

Si bien se ensayaron diferentes condiciones de borilacién se dificulté la obtencion del
compuesto de interés MitoCT-i. Por lo tanto, se redisefia la estrategia sintética a una
ruta convergente, como se describe a continuacion.

ii) Ruta Sintética Convergente

Para la obtencion del compuesto de interés MitoCT, se explora otra estrategia sintética,
en donde se genera la azidocumarina soportando el éster bordnico 14 (Esquema 17,
A)), y paralelamente la sal de fosfonio con un agrupamiento alquino 17 a parir del 3-
butin-1-ol comercial, iodacién y obtencion de la sal de fosfonio (Esquema 17, B)). Para
finalmente terminar en un paso de cicloadicién 1,3 entre la azida del derivado 14 y el
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alquino de 17 mediante una reaccion de Quimica Click, obteniéndose asi el compuesto
de interés MitoCT.

A) Obtenciodn de la cumarina B) Obtencion del trifenilfosfonio
boronato soportando la azida con agrupamiento alquino
CHO
OH
+ N/\ /\/
HO OH H
4 pasos: 2 pasos:
- condensacion para dar la cumarina - halogenacion del alochol
- hidrdlisis y formacion de la azidocumarina - precipitacion sal de fosfonio
- obtencion del triflato correspondiente
- borilacién

L
&

" \E:[c:/[o
Z P.
N3 4 n eea\©
X
14 17-18
1,3-cicloadicion
Reaccién Click

0

-".'.‘.'N

MitoCT-i

\
=

Esquema 17. Disefio de ruta sintética convergente para la obtencién de MitoCT-i, n=10 2.

En la parte anterior i) se obtuvo la azidocumarina 8 a partir de la condensacion entre
2,4-dihidroxibenzaldehido y N-acetilglicina, hidrdlisis en medio &cido y reaccion con
NaNO: y NaNs (150). Posteriormente, la reaccion con un agente triflante como N-fenil-
bis(trifluorometansulfonimida) y DIPEA no rinde el compuesto 13. Sin embargo,
mediante reaccion con otro agente triflante como anhidridro trifluorometansulfénico y Py
en CHCl;, se obtiene el compuesto 13 con muy buen rendimiento (R = 85%) (Esquema
18). Luego se realiza la borilacion de 13 en condiciones clasicas, donde se obtuvo el
éster boronico de la 3-azidocumarina 14 con un rendimiento del 23%. Alternativamente
se ensayo la misma reaccién con otra combinacion de catalizadores de Pd (Pd(dppf)Cl.
y bis(difenilfosfino)ferroceno) obteniéndose un rendimiento ain menor de 14%.
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NaOAc \I‘fo 00 1 LHCIEtOH o
)L N A0 T o _ 2 NaNo, o
NZ N 3. NaN;
7 H
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(CF3S0,),0

Py
)éé CH,Cl,
0' szmz
KOAC
cat. Pd
R=2 3% 85%

Esquema 18. Obtencidn del éster bordnico de cumarina soportando el agrupamiento azida.

Por otro lado, y paralelamente, se trabajé en la obtencion del compuesto 17, Esquema
19. Inicialmente se realizé una reaccion secuencial de iodacion de 3-butin-1-ol comercial
15 con |z, imidazol y PPhs en CHxCl; a T.A., filtracién por Celite para eliminar el 6xido
de trifenilfosfina formado y evaporacion de las aguas madres. Posteriormente, el crudo
se traté con PPhs a reflujo de CH3CN sin éxito (152). Alternativamente se realizo la
misma reaccion sin la etapa de filtracion, evaporando el CH.Cl, para concentrar el crudo,
el que se tritura con pentano, se filtra y se realiza cromatografia en columna
obteniéndose trazas del compuesto 16 (< 1%) (153). En los ensayos anteriores se
observé desprendimiento de vapores de olor muy fuerte, probablemente 4-iodobutino
16. Por lo que realizamos la reaccion en tandem: iodacion del alcohol alifatico 15 sin
aislar el crudo de la reaccion; y posteriormente en el mismo balén se agrega PPhs (3
equiv.) para la obtencioén de la sal de fosfonio 17, y finalmente se filtra el sélido obtenido
y se tritura exhaustivamente con Et,O para eliminar la posible formacion de 6xido de
trifenilfosfina o restos de material de partida. Si bien se obtuvo el compuesto de interés
17 evidenciado por espectroscopia de RMN (*H, 3C, COSY, HMBC, HMQC), se observa
contaminacion con el reactivo de partida PPhs.

ol
@

|
/\/ ,,.:,sszm /\/ PPh, /\/PPhs
16

17

Esquema 19. Ruta de iodacién y precipitacién de la sal de fosfonio a partir de 3-butin-1-ol.

En un intento por realizar la cicloadicion 1,3 entre el éster borénico de la azidocumarina
14 y la sal de fosfonio soportando el agrupamiento alquino 17 para obtener el compuesto
de interés MitoCT, mediante una reaccion de Quimica Click, catalizada por
CuSO04+5H,0 con hidrazina como agente reductor del Cu*?, la reaccién no procede.
Principalmente se observa formacion de 6xido de trifenilfosfina, y restos minoritarios de
los reactivos de partida sin reaccionar 14y 17.

Esto probablemente haya sido causado por los restos de PPhs; que no fue posible
separar del alquino 17, si bien esperdbamos que Unicamente reaccionara el alquino en
la reaccion Click, esto no fue asi. Posiblemente la PPhs presente en el medio de reaccion
haya reaccionado con el agrupamiento azida de 14, mediante la reaccion de Staudinger,
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Esquema 20. Esta reaccion describe la reduccion de azidas organicas para dar la
correspondiente amina mediante PPhs y generando oOxido de trifenilfosfina como
subproducto. (154)

Fl’h
Ph
P/

N N
3 2

N Ph NH
PPh H20
/]\ 3‘_" /]\ — /L + O=FPPhs
R, R4 R, R, R,
N2

Esquema 20. Reaccidn de Staudinger, reduccién de azidas por PPhs (154).

Ry

Ya que no fue posible la purificacion del alquino 17 por técnicas cromatograficas, ni por
diferencias de solubilidades entre la sal de fosfonio y PPhs, y a fin de evitar la reduccién
de la azida por la reaccién mostrada en el Esquema 20, es que cambiamos la ruta
sintética, Esquema 21.

Ademas, debido a la dificil manipulacién con un alquino de 4C por su volatilidad,
adquirimos comercialmente 5-iodo-1-pentino, para generar la correspondiente sal de
fosfonio 18, (Esquema 21, Ruta A) o utilizarlo en la cicloadicién 1,3 (Esquema 21, Ruta
B).

[o]
N, Ruta B //\/\|
“
Z~ oo
R =66%

X,
~

A
gV

19
B,pin,
KOAc
(o]
A?é E 0__0
o N%\
20 Nz I

cat. Pd
N
lPPh3
R=21%
N

PPh,

Zz-Z

R =42%

w-0

Z-Z

MitoGT-i =N

Esquema 21.

Partimos del triflato de la azidocumarina 13, debido a que contamos con mucha mas
cantidad de masa de este compuesto como para explorar diferentes Rutas A y B del
Esquema 21. En primer lugar, se realiza la obtencién de la sal de fosfonio 18, a partir
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del 5-iodo-1-pentino comercial con alto rendimiento (R = 80%). Debido a que no se
observa por TLC, ni por espectroscopia de RMN presencia del reactivo de partida PPhs,
se procede a la cicloadicién 1,3 con el triflato de la azidocumarina 13, con resultados
negativos, Esquema 21, Ruta A.

Por lo que se disefa la Ruta B mostrada en el Esquema 21, donde primeramente se
realiza la cicloadicion 1,3 del triflato de la azidocumarina 13 con el alquino comercial 5-
iodo-1-pentino rindiendo 19 con buen rendimiento (R = 66%). Posteriormente, se realiza
la borilacién en condiciones clasicas dando el correspondiente éster borénico 20 en un
42 % de rendimiento, para finalmente obtener la sal de fosfonio dando el compuesto de
interés MitoCT-i (R = 21%).

2. Evaluacion de las propiedades espectroscopicas de MitoCT-i

Una vez obtenido el compuesto de interés MitoCT-i evaluamos las propiedades
espectroscopicas como longitudes de onda maxima de excitacién y emisién (Aexc y Aem,
respectivamente). También evaluamos las propiedades de su analogo sin el
agrupamiento trifenilfosfonio 20. Debido a que el fluoréforo es el correspondiente
producto hidroxilado, primeramente, oxidamos ambos compuestos con exceso de H20-
hasta oxidacion total, Figura 16.

—— 0 min
0o ——2.5min

—— 5 min
80 —— 10 min

—— 15 min

60

40

Fluorescencia (URF)

20+

T T T
500 525 550 575 600

A (nm)

T T T
425 450 475

Figura 16. Respuesta fluorescente tras la oxidacion de MitoCT-i por H202. Espectro de emision
de fluorescencia obtenido al hacer reaccionar MitoCT-i (100 uM) con H202 (2 mM) a diferentes
tiempos, en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C. Excitacion a A = 380 nm; emisién recogida
desde 400 a 600 nm.
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Posteriormente se determinan las longitudes de onda max de excitacion y emision de
ambos compuestos, MitoCT-i (Figura 17, panel a) y 20 (Figura 17, panel b).

a b

—— Espectro de excitacion

g —— Espectro de excitacion
—— Espectro de emision

—— Espectro de emision
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Figura 17. Espectros de excitacién y emision de fluorescencia de los productos oxidados de
MitoCT-i (panel a) y el producto de oxidacién de su anélogo sin el agrupamiento trifenilfosfonio
20 (panel b). Los espectros se obtuvieron al hacer reaccionar 20 yM de MitoCT-i 0 20 con H202
(2 mM) hasta oxidacion total (10 min) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C.

Como se muestra en la Figura 17 panel a), la Aexc maxima de MitoCT-i es de 380 nm,
con emision a 470 nm, y su analogo 20 tiene idénticas propiedades debido a que la
localizacién del cation trifenilfosfonio a 3C de distancia no estaria afectando estas
propiedades por la pérdida de conjugacion. Si bien el anillo incorporado de triazol
aumentdé en ~50 nm la longitud de onda méxima de excitacion respecto a la 7-
hidroxicumarina (COH, Aexc = 332 nm), el Aexc de MitoCT-i sigue estando en el rango
UV del espectro electromagnético.

Por lo tanto, incorporaremos una nueva modificacion estructural para aumentar el
tamafio de la molécula y sus conjugaciones, generando una nueva estructura: MitoCT-
ii, con el objetivo de que sus Aexc y Aem estén en el rango Vis del espectro
electromagnético.

3. Sintesis de MitoCT-ii y evaluacion de sus propiedades espectroscOpicas

Debido a que las propiedades espectroscopicas de MitoCT-i no fueron las deseadas,
se necesita una nueva estructura con mas conjugaciones, cargada de densidad
electronica y de mayor tamafio, disefidndose una segunda generacion MitoCT-ii, con
mayores conjugaciones. Para ello vamos a trabajar con el un nuevo alquino 1-etinil-4-
(iodometil)benceno 21, el cual fue sintetizado a partir del alcohol correspondiente
mediante iodacién con alto rendimiento (R= 70%), Esquema 22.
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PPh,
imidazol

R=70%

OH I
21

Esquema 22.

De esta manera, el nuevo alquino formard el triazol con la azidocumarina con el anillo
aromatico aumentando la conjugacion y soportando el conector iodo metilo donde se
formara la sal de fosfonio, dando MitoCT-ii, Esquema 23.

— TfO o_o0 B 0_0
- -
N; CuSO,5H, QW, KOAc 'fw\l
N,H,.H,0 22 N=y cat. Pd 0y Nap

R=47 %
lpph3
e

MitoCT-ii
Esquema 23. Ruta de sintesis de MitoCT-ii.

Se parte del triflato de la azidocumarina 13, el que se hace reaccionar mediante una
cicloadicion 1,3 con el alquino 1-etinil-4-(iodometil)benceno 21 recién sintetizado,
obteniéndose 22 con rendimiento aceptable ( R = 47 %). Posteriormente, el compuesto
22 es tratado con B;pinz, KOAc y se exploraron diferentes combinaciones de catalizador
de Pd, obteniéndose el éster bordnico de interés en todos los casos, pero en una mezcla
con el correspondiente producto hidroxilado evidenciado por espectroscopia de RMN y
MS. Esto puede ser debido a la alta higroscopicidad del KOAc generando una posible
hidrélisis del agrupamiento éster borénico. Se estan explorando otras bases como
trietilamina (136).

Paralelamente, se sintetiza el analogo oxidado 24 mediante una cicloadicion 1,3 entre
la azidocumarina 8 y el arilalquino 21, Esquema 24 con buen rendimiento de 64%.
Debido a que el agrupamiento trifenilfosfonio tampoco influiria en la longitud de onda de
excitacion y emision, el compuesto 24 es el fluoréforo correspondiente de MitoCT-ii una

vez oxidado.
CLx, =0 °
= N; mh{ N
N

Cu804.5H o
8 N,H,.H,0

=~
-~

N
R=64%

Esquema 24. Sintesis del fluréforo 24.
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Una vez obtenido el correspondiente fluoréforo de MitoCT-ii 24, se estudian sus
propiedades espectroscopicas, como se muestra en la Figura 18, con un Aexc max =
395 nm y Aem max = 470 nm.

Espectro de excitaciéon

——— Espectro de emision
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Figura 18. Espectros de excitacion y emision de fluorescencia del fluoroforo 24. Los espectros
se obtuvieron con 20 uM del fluoréforo 24 en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C.

Si bien se observo un corrimiento de la longitud de onda de excitacidon en mas de 60 nm
con las modificaciones estructurales generada respecto a la COH, la excitacién con
laseres en el rango visible podria ser poco eficiente.

Conclusiones parciales

En esta seccién se describe el intenso trabajo que se realizé en el disefio y sintesis de
una nueva sonda fluorescente para la deteccion de especies nucleofilicas oxidantes
dirigida a la matriz mitocondrial, llamada MitoCT-i o MitoCT-ii, segun la primer o
segunda generacion de sonda sintetizada.

Se disefan diferentes estrategias sintéticas para la obtencion del compuesto de interés,
comenzando a trabajar en una ruta sintética lineal y posteriormente se explor6 una ruta
sintética convergente con mayor éxito en cuanto a manipulacion y rendimientos,
obteniéndose MitoCT-i en seis pasos de reaccion.

Se estudiaron las propiedades espectroscopicas de su correspondiente producto
oxidado luego de hacerlo reaccionar con un oxidante como H2O-. Si bien el agregado
del anillo de triazol corre la Aexc max respecto a la 7-hidroxicumarina en ~50 nm, (Tabla
8) el valor obtenido de 380 nm de excitacion esta en el rango UV, donde la mayoria de
laseres en equipamientos comunes para ensayos celulares no alcanza éstas longitudes
de onda.

Por lo tanto, se disefia una segunda generacion llamada MitoCT-ii, donde al derivado
del éster boronico se le incorpora un anillo de benceno conjugado al anillo de triazol,
conectando al trifenilfosfonio. Paralelamente, se sintetizé el correspondiente fluoréforo
de MitoCT-ii, el compuesto 24, siendo sus Aexc max de 395 nm, aumentando en 15 nm
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el valor de la longitud de onda respecto al fluoréforo de MitoCT-i, y en mas de 60 nm
respecto a la 7-hidroxicumarina. Tabla 8.

Tabla 8. Comparacién de Aexc y em maximas de los diferentes fluoréforos obtenidos.

Entrada N° de Estructura quimica Aexc Aem
compuesto (nm) (nm)

HO 0.0
1 COH w 332 470

(0] (0]
2 20 oxidado HO 380 470
Z % ol

HO (0) 0]
3 MitoCTH mn 380 470
oxidado \%
N-".'N
HO (0] (0]
24 L
4 395 470
N

Si bien los valores de A obtenidos son del orden de otros derivados de cumarinas
soportando sustituyentes aromaticos reportados en la literatura (150), la excitacién con
laseres en el rango visible, en general a 488 nm, puede ser poco eficiente en los
compuestos generados.

Alternativamente se podria evaluar la incorporacion sobre el derivado de cumarina de
anillos aroméaticos condensados como naftalenos o pirenos soportando grupos halo-
alquilos para precipitacién de la sal de fosfonio.

Otra opcion podria ser el cambio de scaffold de cumarina a fluoresceina, un fluréforo
extensamente estudiado en el desarrollo de la presente Tesis. En la Parte 2, seccion
2.3, se describen los estudios realizados sobre una sonda disponible comercialmente
llamada MitoPY1, reportada para la deteccién de H,O, mitocondrial. Estructuralmente
MitoPY1 es un derivado del fluor6foro fluoresceina soportando un éster borénico, con
un grupo trifenilfosfonio para dirigirlo a la matriz mitocondrial, conectado por una alquil-
piperazina.

Como se demuestra en esa seccion 2.3, MitoPY1 presenta grandes inconvenientes
debido a la inestabilidad y autoxidacion, mientras que las cumarinas no presentan estos
inconvenientes. A futuro se podrian explorar otro tipo de scaffolds como BODIPY.
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Materiales y Métodos

Reactivos

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y utilizados sin
purificacién posterior. Todas las reacciones que involucran reactivos sensibles a la
humedad o al oxigeno atmosférico se realizaron bajo atmdsfera de nitrdgeno o
atmosfera de argén, y se usaron disolventes secos. El grado de avance de las
reacciones se monitorea por cromatografia en capa fina (TLC) en placas silica gel TLC-
PET (Fluka). Visualizacion con luz UV (A = 254 nm). La cromatografia de columna (CC)
se realiz6 en silica flash (60 A, 230-400 mesh, 40-63 um, Fluka) como fase
estacionaria. Los espectros *H-RMN y *C-RMN de los compuestos se realizan en un
equipo Bruker DPX 400 (400 MHz). Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como estandar
interno. Los valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de partes
por millén (ppm) en relaciéon con el TMS y las multiplicidades segun s: singulete, d:
doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, g: quinteto, m: multiplete, br: sefial
ancha (del inglés broad signal). La completa caracterizacion es realizada con la
combinacién de experimentos bidimensionales COSY, HMQC o HSQC y HMBC. Los
espectros de masa por impacto electronico se realizan en un equipo Shimadzu GC/MS
QP 1100 EX a un potencial de ionizacién de 70 eV por inyeccién directa (ID). Los
espectros de masa por electrospray (ESI) se realizaron en un equipo ABSciex QTRAP
4500 LC/ESI/MS por inyeccién directa, Software Analyst 1.6.2 y para procesar se utilizé
PeakView 2.1.

Los registros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500.

3-acetamida-7-acetilcumarina (7): (150)

1aves
o] - ”JJ\

En un baldn se coloca 2,4-dihidroxibenzaldehido (2.76 g, 20 mmol), N-acetilglicina (2.34
g, 20 mmol), y acetato de sodio (4.92 g, 60 mmol) y se disuelve en anhidrido acético
(100 mL). Se lleva el sistema a reflujo por 6 h y se deja toda la noche agitando a T.A.
Una vez evidenciado el consumo total del aldehido de partida evidenciado por TLC con
revelador de Brady, se vuelca la mezcla sobre agua-hielo y el sélido formado se filtra a
vacio por butcher con lavados de agua fria. El solido se seca en desecador por 48 h,
siendo de tal pureza que no necesita purificacion posterior. Sélido amarillo, R = 18%
(903 mg). Se continta con la reaccion siguiente.

3-azido-7-hidroxicumarina (8): (150)

HO 0.0
E :E /I N,
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Se coloca el compuesto 7 (0.90 g, 34 mmol) obtenido en paso anterior en un balén y se
agrega 30 mL de una mezcla HCI 37%:EtOH 95% (2:1). Se lleva la solucidn a reflujo por
1 h. Luego de ese tiempo se apaga el calentamiento y una vez enfriada se coloca el
balén en un bafio de agua-hielo a 0°C y se agrega exceso de NaNO; (2.76 g, 400 mmol)
y se deja agitando a 0°C por 15 minutos. Posteriormente se agrega NaNs (3.80 g, 247
mmol) en pequefas porciones y se continda agitando por 30 min a 0°C. El solido
obtenido se filtra a vacio con lavados de agua fria. Se purifica por cromatografia en
columna, fase estacionaria: silica flash, fase moévil: Hexano:AcOEt (7:3). Sdlido
anaranjado, R = 56% (393 mg).

IH RMN (400 MHz, (CD3).CO) & 6.81 (s, 1H), 6.88 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.45 (s, 1H), 7.49
(d, 1H, J = 8 Hz). 3C RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 160.1, 157.3, 153.2, 129.0, 127.1,
122.1, 113.6, 112.1, 102.2.

MS (ESI +MS): m/z = 204 [M* + H+], 199. +MS2 (204) 5.0 a 50.0 V: m/z = 176, 148,
119, 109, 92, 65.
MS (EI): m/z (%) = 203 (M+, 12), 177 (68), 147 (100), 119 (69).

3-(4-(2-hidroxietil)-1,2,3-triazol)-7-hidroxicumarina (9):(155)

Homor
- /\5-—-\’_
N= OH

=N

En un balén se coloca la azidocumarina 8 (100 mg, 0.5 mmol) y se disuelve en 12 mL
de una mezcla HO:CHsCN (2:1). Se agrega 3-butin-1-ol (56 uL, 0.74 mmol),
CuS045H,0 (13 mg, 0.05 mmol) previamente molido y N2H4*H>O (25 pL, 0.5 mmol) en
dos veces. Se deja agitando vigorosamente a T.A. por 24 h. Luego de ese tiempo se
enfria la mezcla para ayudar a sedimentar un sélido. Se filtra a vacio. El sélido es de tal
pureza que no necesita purificacién posterior, pero las aguas madres se extraen con
AcOEt. Se juntan las fases organicas, se secan con Na,SOs, se filtra y se destila a
presion reducida. Se purifica el crudo por cromatografia en columna, fase estacionaria:
silica flash, fase movil: gradiente de polaridad desde Hexano:AcOEt (7:3) hasta (1:1).
Sélido beige, R = 63 % (84 mg).

H RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 2.99 (t, 2H), 3.88 (t, 2H), 6.91 (s, 1H), 6.99 (dd, 1H, J =
4HzyJ=8Hz),7.78 (d, 1H, J =8 Hz), 8.39 (s, 1H), 8.52 (s, 1H).

13C RMN (400 MHz, (CDs).CO) 8 162.1, 156.1, 154.9, 145.2, 134.4, 130.6, 122.8, 114.1,
111.0, 102.3, 60.8, 33.4.

MS (ESI +MS): m/z = 274 [M* + H*]. +MS2 (274): m/z = 246, 228, 204, 188, 178, 172,
147, 144, 127, 122, 104, 68.
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3-(4-(2-hidroxietil)-1,2,3-triazol)-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (10):

fom:
p N /\5,'\—

N

Se sintetiza andlogamente a 6. En un balén se disuelve la cumarina 9 (245 mg, 0.89
mmol) en CHsCN seco (19 mL), y luego se agrega la N-
fenilbis(trifluorometansulfonamida) (353 mg, 0.99 mmol) y DIPEA (203 uL, 1.1 mmol).
La mezcla se deja agitando a T.A. por 1h. Se concentra el crudo para eliminar el
disolvente y se realiza una cromatografia en columna, fase estacionaria: silica flash,
fase movil: Hexano:AcOEt (8:2). Solido blanco, R = 91% (329 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDs).CO) & 3.01 (t, 2H), 3.88 (t, 2H), 7.61 (dd, 1H, J=4 Hzy J =8
Hz), 7.74 (s, 1H), 8.19 (d, 1H, J = 8 Hz), 8.50 (s, 1H), 8.73 (s, 1H).

13C RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 153.1, 151.0, 145.6, 131.6, 131.2, 122.9, 119.1, 118.6,
110.2, 60.8, 29.5.

MS (ESI +MS): m/z = 406 [M* + H*], 274, 98. +MS2 (406): m/z = 405, 245, 227, 203,
189, 177, 171, 161, 143, 133, 119.

3-(4-(2-cloroetil)-1,2,3-triazol)-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (11): (156)

En un balén se coloca el alcohol 10 (68 mg, 0.17 mmol), se disuelve en CH.Cl, (7 mL),
y se agrega el SOCI; (140 uL, 1.85 mmol) en dos partes. Se coloca el balén en una bafio
de agua-hielo a 0°C y se agrega la Py (148uL, 1.85 mmol). Se deja agitando a T.A. por
48 h. Se vuelca sobre agua-hielo y se hace un reparto. La fase organica se lava con
NaHCOs; (ac) (1 x 15 mL), luego con CuS0O4+5H,0 (ac) (2 x 15 mL) y un lavado final con
agua. Se juntan las fases organicas, se seca con Na;SO., se filtra y destila a presion
reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase moévil: Hexano:AcOEt (6:4). Sélido blanco, R = 45% (32 mg).

IH RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 3.31 (t, 2H), 3.98 (t, 2H), 7.62 (dd, 1H, J=4 Hzy J =8
Hz), 7.64 (s, 1H), 8.20 (d, 1H, J = 8 Hz), 8.60 (s, 1H), 8.76 (s, 1H).

13C RMN (400 MHz, (CD3),CO) & 155.1, 153.2, 151.1, 144.4, 131.8, 131.2, 124.5, 123.3,
120.3, 119.1, 118.6, 117.1, 110.3, 43.1.

MS (ESI +MS): m/z = 423 (M*, 75%), 425 (25%), 359, 318.
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3-azido-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (13): (137)
= No

Se sintetiza analogamente a los triflatos de cumarina 1 y 2, partiendo de 3-azido-7-
hidroxicumarina 8 (240 mg, 1.18 mmol), piridina (190 pL, 2.36 mmol), anhidrido
trifluorometansulfénico (235 uL, 1.4 mmol) en 10 mL CH-CI; seco, agregados sobre un
bafio de agua-hielo a 0°C, y se deja agitando a T.A. por 1 h y 30 min. Se agrega 20 mL
de Et;O vy se extrae con HCI 1M (3 x 10mL). La fase orgénica se lava con solucion
saturada de NaHCOs; (ac) (1 x 10 mL) y solucion saturada de NaCl (ac) (1 x 15 mL). La
capa organica se seca con Na,SOq, filtra y el disolvente se destila a presion reducida.

El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase moévil: Hexano:AcOEt (6:4). Aceite amarillo anaranjado, R = 85% (339 mg).

IH RMN (400 MHz, ((CDs).CO) & 7.47 (1H, dd, J = 4 Hz y J= 8 Hz), 7.60 (2H, s), 7.87
(1H, d, J =8.0 Hz). 3C RMN (400 MHz, ((CDs):CO) & 156.3, 156.3, 151.6, 149.5, 129.48,
127.4, 124.6, 120.3, 120.1, 118.2, 110.0.

MS (El): m/z (%) = 335 (M*, 5), 307 (15), 279 (21), 263 (19), 187 (29), 130 (42), 102
(41), 69 (100).

3-azido-7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)cumarina (14):

En un balén se coloca la 3-azido-7-trifluorometansulfoniloxicumarina 13 (100 mg, 0.3
mmol), bis(pinacolato)diboro (75 mg, 0.3 mmol), acetato de potasio (87 mg, 0.9 mmol) y
Pd(dppf)Cl.*CH.CI, (73 mg, 0.09 mmol), y se disuelve en 10 mL de dioxano. La mezcla
se lleva a reflujo por 6 h. Una vez a temperatura ambiente, se concentra a vacio para
eliminar el dioxano y el crudo se purifica por cromatografia en columna, fase
estacionaria: silica flash, fase moévil: Hexano:AcOEt (7:3). Solido amarillo, R = 23% (21

mg).
H RMN (400 MHz, (CDCls) 8 1.37 (12H, s), 7.15 (1H, dd, J = 4 Hz y J= 8 Hz), 7.36 (1H,

d, J=8.0 Hz), 7.62 (1H, d, J = 8 HZ), 7.71 (1H, s). 3C RMN (400 MHz, (CDCls) & 130.0,
125.0, 122.0, 118.0, 25.0 (4C).

MS (ESI +MS): m/z = 287 [M*- 2N + 2H"], 284, 279, 267.
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loduro de 4-pentin-1-trifenilfosfonio (18): (157)

En un balon se coloca 5-iodo-1-pentino (300 pL, 2.6 mmol), PPhs (2 g, 7.9 mmol), y se
disuelve en 3 mL de CHsCN, se lleva el sistema a reflujo por 15 h. Luego de ese tiempo
se evapora el disolvente a presion reducida. Al crudo asi obtenido se le agregan 20 mL
de hexano en 3 partes y se tritura para eliminar el 6xido de trifenilfosfina formado. Se
retira el sobrenadante cada vez y al precipitado se le realiza una cromatografia en
columna, fase estacionaria: silica flash, fase movil: gradiente de polaridad: CH.Cl,
CH.Cl>:MeOH (96:4). Sélido blanco, R = 80% (940 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 1.87 (2H, q, J = 8, 4 y 12 Hz), 2.02 (1H, t, J = 4 Hz), 2.68
— 2.69 (2H, m), 3.89 — 3.97 (2H, m), 7.71 — 7.87 (15H, m). $3C RMN (400 MHz, (CDCls)
5 135.2, 135.2, 133.8, 133.7, 130.6, 130.3, 118.3, 117.5, 82.6, 70.9, 22.2, 21.9, 21.6,
19.3, 19.1.

MS (ESI +MS): m/z = 457.07 [M*], 458.08 [M* + H*], 329.13 [M* - 1], 330.20 [M* - |~ +
H*], 329.46, 280.21, 279.21.

3-(4-(3-iodopropil)-1,2,3-triazol)-7-trifluorometansulfoniloxicumarina (19): (155)
= %

Se sintetiza analogamente a 9. En un balén se coloca 13 (100 mg, 0.3 mmol) y se
disuelve en 12 mL de una mezcla H20:CH3CN (2:1). Se agrega 5-iodo-1-pentino (44 pL,
0.39 mmol), CuSO4+5H,0 (8 mg, 0.03 mmol) previamente molido y NoHs*H>O (15 pL,
0.3 mmol) en dos veces. Se deja agitando vigorosamente a T.A. por 24 h. Luego de ese
tiempo se enfria la mezcla para ayudar a sedimentar un sélido. Se filtra a vacio. El sélido
es de tal pureza que no necesita purificacion posterior. Solido beige, R = 66 %(105 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 2.25 —2.32 (q, 2H, J = 8, 4y 12 Hz), 2.95 (t, 2H, J = 8 Hz),
3.27 (t, 2H, J = 8 Hz), 7.34 — 7.37 (dd, 1H, J = 8 y 4 Hz), 7.40 (d, 1H, J = 4 Hz), 7.77 (d,
1H, J = 8 Hz), 8.47 (s, 1H), 8.61 (s, 1H). 3C RMN (400 MHz, (CDCls) & 163.1, 156.0,
151.8, 137.7, 137.0, 129.4, 121.9, 121.7, 119.1, 117.2, 110.7.

MS (ESI +MS): m/z = 529.95 [M*], 530.96 [M* + H*], 531.97 [M* + 2H*], 336.21, 330.27,
329.17.
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3-(4-(3-iodopropil)-1,2,3-triazol)-7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)cumarina (20):
X o
7 ':\:,/}’\/\

Se sintetiza de manera analoga al éster bordnico 14. En un balén se coloca el triflato 19
(50 mg, 0.095 mmol), bis(pinacolato)diboro (26 mg, 0.1 mmol), acetato de potasio (28
mg, 0.3 mmol) y Pd(dppf)Cl.*CH:Cl, (23 mg, 0.03 mmol), y se disuelve en 5 mL de
dioxano. La mezcla se lleva a reflujo por 7 h. Una vez a T.A., se concentra a presion
reducida para eliminar el dioxano y el crudo asi obtenido se purifica por cromatografia
en columna, fase estacionaria: silica flash, fase moévil: gradiente de polaridad
Hexano:AcOEt (7:3) hasta (6:4). Aceite amarillo, R = 42% (20 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) 8 1.38 (s, 12H), 2.25 — 2.32 (q, 2H, J = 8, 4y 12 Hz), 2.93
(t, 2H, J = 8 Hz), 3.25 (t, 2H, J = 8 Hz), 7.64 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.78 — 7.80 (dd, 1H, J = 8
y 4 Hz), 7.84 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 8.58 (s, 1H).

loduro de 3-((4-propil)-1,2,3-triazol)-7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
ilcumarintrifenilfosfonio (MitoCT-i):

Se sintetiza de manera andloga a 18. En un balén se coloca el éster borénico 20 (10
mg, 0.02 mmol), PPhz (15 mg, 0.06 mmol), y se disuelve en 3 mL de CHsCN, se lleva el
sistema a reflujo por 13 h. Luego de ese tiempo se concentra la mezcla para eliminar el
acetonitrilo, al crudo se le agregan 10 mL de Et,O en 3 partes y se tritura retirando el
sobrenadante cada vez. Sélido amatrillo, R = 21% (3 mg).

IH RMN (400 MHz, ((CD3)>CO) & 2.21 — 2.23 (q, 2H, J = 4, 8 y 12 Hz)), 3.07 — 3.17 (2H,
m), 3.53 (2H, t, J = 8.0 Hz), 7.29 - 7.34 (m, 1H), 7.39 — 7.43 (m, 2H), 7.55 — 7.58 (m, 1H),
7.69 — 7.74 (m, 1H), 7.82 — 8.05 (m, 15 H).

MS (ESI +MS): miz = 642 [M*], 664 [M* + Na*] 560, 298, 270. +MS2 (642): m/z = 614,
352, 324, 287, 263, 262, 252.
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1-etinil-4-(iodometil)benceno (21):(158)

En un balén se agrega PPhs (600 mg, 2.3 mmol) e imidazol (156 mg, 2.3 mmol) en 6 mL
de CHCl,. Luego se agrega I» (580 mg, 2.3 mmol) y se deja agitando a T.A. hasta
disolucién total (10 min). Luego se agrega (4-etinilfenil)metanol (200 mg, 1.5 mmol), se
deja agitando a T.A. protegido de la luz por 5 h. Se monitorea por TLC. Una vez
finalizada se agrega solucion saturada de NaCl y se hace un reparto con CH.Cl. (3 x 10
mL). Se juntan las fases organicas, se secan con Na:SO., se filtra y destila a presion
reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase moévil: Hexano:Et,O (96:4). Sdélido blanco, R = 70% (252 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 3.09 (s, 1H), 4.44 (s, 1H), 7.32 (d, 2H, J = 8 Hz), 7.40 (d,
2H, J = 8 Hz). 3C RMN (400 MHz, (CDCls) & 132.2, 132.1, 132.0, 128.6, 128.5, 82.7,
80.6.

MS (ESI +MS): m/z = 279 [M*+ K*] 219, 217.

7-trifluorometansulfoniloxi-3-[4-(4-(iodometil)fenil)-1,2,3-triazol]cumarina (22):

TfO 0_.0

.
En un balén se disuelve 13 (100 mg, 0.3 mmol) en 12 mL de una mezcla CH3CN:HO
(1:2), y luego se agrega el CuSO4+5H,0 (8 mg, 0.03 mmol), 1-etinil-4-(iodometil)benceno
21 (108 mg, 0.44 mmol) y N2Hs*H>O (14 pL, 0.3 mmol) en dos partes. Se deja agitando
a T.A. protegido de la luz por 24h. Se monitorea por TLC. Luego de ese tiempo se coloca
el balén en la heladera para favorecer precipitacion totsl del sélido formado. Se filtra a
vacio, el solido filtrado se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase moévil: Hexano:AcOEt (8:2). Sélido amarillo, R = 47 % (81 mg).

IH RMN (400 MHz, (CDCls) & 4.51 (s, 2H), 7.36 (dd, 1H, J= 4y 8 Hz), 7.43 (d, 1H, J =
8 Hz), 7.48 (d, 2H, J = 8 Hz), 7.81 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.86 (d, 2H, J = 8Hz), 8.70 (s, 1H),
8.93 (s, 1H). 3C RMN (400 MHz, (CDCls) & 140.5, 139.8, 135.2, 134.6, 133.3, 129.4,
126.4, 119.1, 5.3.

MS (EI): m/z (%) = 437 (39), 304 (100), 130 (65).
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7-hidroxi-3-[4-(4-(iodometil)fenil)-1,2,3-triazollcumarina (24):

HO o0._.0
\ I

N:’.‘N

En un bal6n se disuelve 1-etinil-4-(iodometil)benceno 21 (210 mg, 1.18 mmol) en 15 mL
de una mezcla CH3CN:H.O (1:2), y luego se adiciona 8 (120 mg, 0.8 mmol),
CuS04+5H,0 (20 mg, 0.08 mmol) y N2H4*H-O (40 pL, 0.8 mmol) en dos partes. Se deja
agitando a T.A. protegido de la luz por 48 h. Se monitorea por TLC. Luego de ese tiempo
se coloca el balén en la heladera para favorecer la precipitacién total del sélido formado.
Se filtra a vacio. El sélido filtrado es de tal pureza que no necesita purificacion posterior.

Sélido beige, R = 64 % (223 mg).

'H RMN (400 MHz, ((CD3)2CO) d 4.71 (s, 2H), 6.94 (s, 1H), 7.02 (d, 1H, J = 8 Hz), 7.59
(d, 2H, J = 8 Hz), 7.82 (d, 2H, J = 8 Hz), 7.98 (d, 2H, J = 8Hz), 8.61 (s, 1H). 3C RMN
(400 MHz, ((CD3).CO) & 166.5, 157.2, 156.6, 133.0, 132.9, 132.6, 119.7, 115.1.

MS (ESI +MS): m/z = 445.99 [M*], 447.0 [M* + H'], 445.26.
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2.1 Fluoresceina-boronato (FI-B): Sintesis,
caracterizacion vy aplicacion en sistemas
bioldgicos

Introduccién y estrategia experimental

La deteccion especifica y sensible de peroxinitrito (ONOO~/ONOOH) en sistemas
biol6gicos es un gran desafio debido a su alta reactividad frente a varias biomoléculas.
En esta seccién describimos la sintesis, caracterizacién y validacion de fluoresceina-
boronato (FI-B) como sonda fluorescente altamente sensible para la deteccién directa
de peroxinitrito en sistemas biolégicos. FI-B fue sintetizada por una ruta sintética en dos
pasos, con alta pureza (>99%) y buen rendimiento global (~42%). Evaluamos su
reactividad con oxidantes bioldgicos relevantes, incluyendo peroxido de hidrégeno
(H203), acido hipocloroso, (HOCI) y peroxinitrito. La constante de velocidad para la
reaccion de FI-B con peroxinitrito fue 1.7 x 10®° M™s™, un millén de veces mas rapida
que la constante de velocidad medida para H.O; (k = 1.7 M~'s™) y 2.700 mas rapido que
HOCI (6.2 x 10> M™%s™) a 37°C y pH 7.4. Incluso en presencia de concentraciones
fisiologicas de CO,, un importante blanco de peroxinitrito, FI-B es capaz de reaccionar
con peroxinitrito de manera significativa. Estudios experimentales y andlisis cinéticos
simulados confirman que el proceso de oxidacién principal de FI-B tiene lugar con
peroxinitrito en su forma aniénica (ONOO™) a través de una reaccién bimolecular directa
y ho con radicales derivados de peroxinitrito. FI-B se utiliz6 con éxito en la deteccion de
peroxinitrito generado enddégenamente por células endoteliales y en parasitos
fagocitados por macréfagos. Ademas, los datos obtenidos permitieron estimar el flujo
intracelular real de peroxinitrito: en células endoteliales estimuladas con ionomicina
produjeron un flujo de peroxinitrito de ~0.1 yM s, mientras que macréfagos inmuno-
estimulados lo hacen en el orden de ~1 uM s dentro de los fagosomas infectados con
T. cruzi. FI-B no es téxica en concentraciones de hasta 1 mM durante 24h. Demostramos
que FI-B es mas sensible que el acido cumarin-7-borénico (CBA) debido a un mayor
coeficiente de absortividad molar y mayor rendimiento cuantico. Nuestros resultados
demuestran que FI-B es una sonda cinéticamente selectiva y altamente sensible para
deteccién directa de peroxinitrito en sistemas celulares.

0, HO OH HO
‘ ‘ ONOO g O g ‘
ROO COOH
2 O, ¢

FI-B Fluoresceina

Esquema 25. Oxidacion de FI-B dando el fenol correspondiente. El producto de la reaccion esta
en equilibrio tautomérico con la lactona abierta llamada fluoresceina, un producto altamente
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fluorescente. En solucién acuosa y a pH 7.4, las formas monoanidnica (pKa 4.3) y dianiénica
(pKa 6.4) de la fluoresceina son predominantes (159).
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Resultados y Discusion

1. Sintesis y caracterizaciéon de FI-B
1.1 Sintesis y determinacion de pureza

FI-B fue generada en dos pasos de reaccidn con alto rendimiento global (~ 42%) y alta
pureza (>99%), Esquema 26. En primer lugar, a partir de fluoresceina comercial se
obtiene el correspondiente monotriflato (triflato: trifluorometanosulfonato). Para esto se
exploraron dos agentes triflantes, en primer lugar, anhidrido trifluorometansulfénico y Py
como base, donde se obtuvo el correspondiente monotriflato de fluoresceina 25 con un
rendimiento moderado de 23%. Sin embargo, en estas condiciones también se obtuvo
el ditriflato con un rendimiento de 18%. Posteriormente, utilizamos N-fenil-bis-
(trifluorometansulfonimida) como el agente triflante y DIPEA (N,N-diisopropiletilamina)
recién destilada como base, en estas condiciones se obtuvo el monotriflato de interés
con un 56% de rendimiento, Esquema 26. A continuacion, se procede a realizar la
borilacion  bajo  condiciones de acoplamiento de  Suzuki-Miyaura con
bis(pinacolato)diboro, en medio basico con catalizador de Pd (136), obteniéndose FI-B
con alto rendimiento (R= 75%).

O
\
B

(o] TfO. OH
N-fenil-bis(trifluoro- O O ) O O
metansulfonlmlda) Bopin;

DIPEA Pd(dppf)Cl,. (:H2(3|2
DMF, T.A. 72 h KOAG
atm Ar(g Dioxano, reflujo 6 h

atm Ar(g)
] R = 56% R=75%
Flouresceina 25 FI-B

Esquema 26. Ruta sintética optimizada para la obtencion de FI-B.

La pureza de FI-B recién sintetizada fue determinada por espectroscopia de *H-NMR
(Figura 19). Cada sefial fue asignada al correspondiente protdn de la molécula. No se
observan sefales adicionales ademas de las sefiales correspondientes a trazas de
disolventes. Por lo tanto, la pureza del compuesto es > 99%.
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Figura 19. Espectro de 'H-NMR de FI-B, registrado en un equipo Bruker DPX-400 (400 MHz)
utilizando CDCIs como disolvente. Se muestran las sefiales asignadas para cada grupo de
protones. No se observan sefiales en la region entre 2.00 a 5.60 ppm y por encima de 8.10 ppm.

1.2 Almacenamiento de las soluciones

Al igual que para la mayoria de los compuestos organicos el correcto almacenamiento
es como solido puro, y no disuelto en un medio acuoso para evitar posibles
degradaciones. Si bien para fines biolégicos se utilizan medios acuosos, una pequefia
fraccion de FI-B podria hidrolizarse (0.5-1%) a fluoresceina al almacenarla por un
periodo prolongado en este medio (Figura 20). Por lo tanto, hay que considerar su
almacenamiento como sélido puro, o también es posible en solucién stock concentrada
disuelta en 100% DMSO almacenadas a -20°C, y realizar cada vez una nueva dilucién
a la concentracién de trabajo en medio acuoso al momento de utilizarla en el
experimento, y posteriormente descartarla.

FI-B (160 pM)

Figura 20. Cromatograma de HPLC de una
alicuota de FI-B (160 puM) disuelta en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.4) almacenada por ~
90 dias, donde se observa un pequefia
sefial correspondiente a fluoresceina con
un tiempo de retencion de 1.8 min y su
concentracion calculada < 1%.

Al [FIl<1%

T T T T

1.0 1.5 2.0 2.5

Tiempo de retencion (min)



Capitulo 1. Parte 2.1

1.3 Evaluacién de las propiedades espectroscopicas

Una vez obtenida FI-B evaluamos sus propiedades espectroscopicas y su reactividad
frente a peroxinitrito. Para ello determinamos la emision de fluorescencia tras la
oxidacion de FI-B (25 uM) por adiciones sucesivas de peroxinitrito (0 — 10 uM).

El aumento de la fluorescencia emitida sigue una respuesta lineal (Figuras 21y 22). La
fluoresceina generada es un producto altamente fluorescente, con alto rendimiento
cuantico (Pg, ;= 0.93-0.94 (115, 159)), a diferencia de 7-hidroxicumarina (COH) donde
para las mismas concentraciones se genera menor intensidad de fluorescencia debido
a su menor rendimiento cuantico (®r, con = 0.15 (160)), Figura 22.

ONOO- (uM)

Figura 21. Respuesta fluorescente
tras la oxidacion de FI-B por
peroxinitrito. Espectro de emisién de
fluorescencia obtenido al hacer
reaccionar FI-B (25 pyM) con
concentraciones crecientes de
peroxinitrito (0 — 10 pM) en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C.
Excitacion a A = 492 nm; emision
recogida desde 450 a 600 nm con un
méximo en 515 nm.

Fluorescencia (URF)
N
o

15004 --- CBA

10004 pendiente: (137.0 + 4.9) URF/uM

500+
pendiente: (17.9 £ 0.5) URF/uM

Fluorescencia (URF)

0 2 4 6 8 10
Peroxinitrito (uM)

Figura 22. Deteccion de fluoresceina y 7-hidroxicumarina tras la oxidacion de FI-B y CBA (20
pUM), respectivamente, por peroxinitrito (0 — 10 pM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C.
La fluorescencia se midié en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan) haciendo medidas
simultaneas Aexem = 492/515 nm y Aexem = 332/470 nm para FI-B y CBA respectivamente. Los
datos se ajustaron a una linea recta cuya pendiente (137.0 £ 4.9) 0 (17.9 £ 0.5) URF/uM para la
oxidacién de FI-B y para la oxidacion de CBA respectivamente.
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1.4 Determinacion del rendimiento de la reaccion con peroxinitrito

Posteriormente, determinamos el rendimiento de la reaccion de FI-B con peroxinitrito
por espectroscopia de emision de fluorescencia y separacion analitica de los productos
por HPLC con deteccion fluorimétrica, siendo el rendimiento de la reaccion del 99%,
Figura 23. La posible formacion de subproductos nitrados o especies dimerizadas, seria
< 1%.

a
7 .
——FI-B + ONOO
Fluoresceina
6
i 54
14
2
s 4
Q
D
2
o 21
=
-
0 e T T T T T 1
480 500 520 540 560 580 600
A (nm)
b c
FI-B FI-B
FI (7.5 pM
ONOO- (7.5 uM) ﬂ( i} 407 [] FI-B+ONOO-
%1 [] Fluorescein
30 1
S 2] [
E 1
FI(lSuM) E 20 4 3
ONOO™ (15 puM) £ os] 1
10 ;
54
FI (20 pM) 0 T T 7 T . T
ONOO™ (20 uM) 7.5 uM 15 pm 20 pMm
10 15 20 25 30 35 w15 20 25
Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 23. Determinacion del rendimiento de la reaccion de FI-B con peroxinitrito. (a) Espectros
de emision de fluorescencia obtenidos al hacer reaccionar FI-B (100 uM) con peroxinitrito (7.5
MM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) (trazo negro), y se compara con el espectro de emision
de fluoresceina (7.5 pM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) conteniendo FI-B (100 uM) (trazo
gris). Aex = 492 nm y Aem de 480 a 600 nm. (b) Cromatogramas de HPLC (Absorcién UV-Vis,
detector a 254 nm) de las mezclas FI-B (100 uM) y peroxinitrito (7.5, 15, 20 yM) (izquierda), o
fluoresceina (FI) (7.5, 15, 20 uM) (derecha) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4). (c) Comparacion
de las areas obtenidas en b) para las diferentes concentraciones de peroxinitrito o fluoresceina.
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2. Oxidacion de FI-B por oxidantes de relevancia biolégica
2.1 Andlisis cinético

Determinamos las constantes cinéticas de la reaccion de FI-B con peroxinitrito, HOCl y
H,0, a 25°C y 37°C y pH 7.4 bajo condiciones de pseudo-primer orden (Figuras 24, 25
y Tabla 9). Ademas, se estudio la reaccién entre FI-B y peroximonocarbonato (HCO,4™)
a 25°C y pH 7.4, producto de la reaccion en equilibrio entre el peroxido de hidrégeno y
el bicarbonato, una especie mas reactiva y oxidante que el H.O,, Ecuacion 15:

K =0.33 M (25°C)

HCO3; + H,0, === HCOjy + H,0 Ecuacion 15

Los cuatro oxidantes fueron capaces de oxidar FI-B. Sin embargo, la velocidad de
reaccion de FI-B con peroxinitrito es 108, 5.500 y 2.500 veces mas rapida que para H20,,
HCO.~ o HOCI, respectivamente. A pesar de que en la literatura se ha reportado que
FI-B no es capaz de reaccionar con HOCI (115), mas adelante en la seccién 2.2
analizaremos las condiciones experimentales en que fueron hechas esas suposiciones,
que afectaron la reactividad hacia este oxidante en particular.
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Figura 24. Cinética de la reaccién de FI-B con peroxinitrito, HOCI, HCO4~ y H:20z,
determinaciones realizadas a 25°C y pH 7.4 (a) Curso temporal de la emisién de fluorescencia
tras la oxidacién de FI-B (5 uM) por peroxinitrito (0.5 uM), registrada en un espectrofotometro de
flujo detenido (stopped-flow). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de FI-B
en las constantes de velocidad observadas (kobs). (b) Curso temporal de la emisién de
fluorescencia debida a la oxidacion de FI-B (14 uM) por HOCI (1 uM), registrada en un lector de
placas de fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de
FI-B en las constantes de velocidad observadas (kobs). (¢) Curso temporal de la emision de
fluorescencia debida a la oxidacion de FI-B (10 uM) por H202 (6 mM) conteniendo HCOs™~ (55
mM), registrada en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de
las concentraciones crecientes de HCO4~ en las constantes de velocidad observadas (Kobs). (d)
Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacion de FI-B (10 pM) por H20:2 (2
mM), registrada en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de
las concentraciones crecientes de H20:2 en las constantes de velocidad observadas (kobs). Todas
las determinaciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4, conteniendo 0.1 mM de
DTPA a 25°C, con Aexc = 492 nm; Aem = 515 nm, excepto para las determinaciones realizadas
en stopped-flow donde mediciones de fluorescencia se realizaron con Aex = 492 nm y se recoge
emision total).
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Cabe destacar, que al realizar las determinaciones de peroxinitrito o HOCI estos
oxidantes fueron utilizados en cantidades subestequiométricas respecto a FI-B, mientras
gue para las determinaciones de H>O: se tuvo que utilizar este oxidante en gran exceso
debido a su cinética muy lenta (pequefia constante cinética de segundo orden).
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Figura 25. Cinética de la reaccion de FI-B con peroxinitrito, HOCI y H202, determinaciones
realizadas a 37°C y pH 7.4 (a) Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la
oxidacién de FI-B (5 uM) por peroxinitrito (0.5 yM), registrada en un espectrofotometro de flujo
detenido (stopped-flow). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de FI-B en las
constantes de velocidad observadas (kobs). (b) Curso temporal de la emisién de fluorescencia
debida a la oxidacién de FI-B (10 uM) por HOCI (1 uM), registrada en un lector de placas de
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fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de FI-B en
las constantes de velocidad observadas (kobs). (C) Curso temporal de la emision de fluorescencia
debida a la oxidacién de FI-B (10 yM) por H202 (2 mM), registrada en un lector de placas de
fluorescencia (Varioskan). Panel derecho: efecto de las concentraciones crecientes de H20:2 en
las constantes de velocidad observadas (kobs). Al igual que para las determinaciones a 25°C, el
H20: se tuvo que utilizar en gran exceso debido a su cinética lenta. Todas las determinaciones
se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4, conteniendo 0.1 mM de DTPA a 37°C, con Aexc
=492 nm; Aem = 515 nm, excepto para las determinaciones realizadas en stopped-flow donde
mediciones de fluorescencia se realizaron con Aex = 492 nm y se recoge emision total).

Tabla 9. Constantes cinéticas determinadas para la reaccion entre FI-B con diferentes oxidantes
a25°C 037°CypH7.4.

Oxidante k (M*ts')a25°C k(M' s a37°C
Peroxinitrito (1.07 £ 0.02) x 10° (1.70 £ 0.05) x 10°
HOCI (4.3 +0.2) x 102 (6.2 £ 0.1) x 102
HCO4~ (181.4 +12.0) N.D.
H,0, (0.65 + 0.03) (1.7 £ 0.2)

N.D.: No determinado

2.2 Estudio comparativo sobre las diferentes condiciones experimentales que afectan la
reactividad de FI-B con HOCI

FI-B es capaz de reaccionar con los oxidantes de relevancia biologica estudiados en la
seccion 2.1. Las constantes cinéticas obtenidas indican claramente la gran preferencia
ésteres boronicos por peroxinitrito (ONOO™) debido a su perfil cinético mas favorable
sobre los otros nucledfilos (CIO—, HO,—, HCO47), lo que estd de acuerdo con lo
determinado previamente para otros derivados de boronatos (27, 110).

Sin embargo, en la literatura se reporté que FI-B no es capaz de reaccionar con HOCI
(115), pero esta discrepancia es debida a las diferentes condiciones experimentales en
que la reaccion fue estudiada. Los experimentos reportados por Chang y colaboradores
en (115) se llevaron a cabo en buffer HEPES (N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(acido 2-
etansulfénico)), y en la solucion stock de la sonda se utiliz6 DMSO como disolvente.
Ambos, el disolventes DMSO y el buffer HEPES interfieren en la reaccion de HOCI hacia
la sonda, donde el HOCI es capaz de reaccionar con el agrupamiento piperazina dando
varios subproductos (compuestos tipo a la cloraminas) (161) enmascarando la reacciéon
de HOCI hacia la sonda (Figura 26). Otra posible interaccién podria deberse al grupo
funcional sulféxido del DMSO, que es propenso a ser oxidado por HOCI produciendo la
sulfona correspondiente (162, 163), mientras que el acido acético utilizado como
disolvente alternativo en este trabajo esta en el maximo de oxidacion. En la Figura 26
b), se muestra cdémo el exceso de oxidante en buffer fosfato dafia a la estructura de la
sonda apagando la fluorescencia con el tiempo, observandose una respuesta en forma
de campana. Esto no ocurre al realizar la reaccion en buffer HEPES y usando DMSO
como disolvente de la sonda Figura 26 c).
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Figura 26. (a) Respuesta fluorescente por la oxidacién de FI-B (5 yM) disuelta en DMSO
(dimetilsulféxido) o &cido acético (AcOH) reaccionando con HOCI (100 uM) (barras grises),
medida a los 15 minutos del agregado del oxidante en diferentes buffers: HEPES (20 mM) o
fosfato (KPi, 100 mM) a pH 7.0 y 25°C. (b) Curso temporal de la respuesta de fluorescencia tras
la oxidacion de FI-B (5 uM) disuelta en AcOH por HOCI (100 uM) en Kpi (100 mM)a pH 7.0 y 25
°C. (c) Curso temporal de la respuesta de fluorescencia tras la oxidacién de FI-B (5 uM) disuelto
en DMSO por HOCI (100 yM) en HEPES (20 mM) a pH 7.0 y 25 °C. Para todos los casos, la

emision de fluorescencia se registré en un lector de placas (Varioskan), Aexc= 492 nm; Aem= 515
nm.

2.3 Evaluacion de la reactividad frente a oxidantes de un-electréon

Si bien los &cidos o ésteres bordnicos por su atomo de B electrofilico, son capaces de
sufrir adiciones por ataques de especies nucleofilicas, evaluamos si era posible su
reaccion con especies radicalares. En primer lugar, realizamos simulaciones cinéticas
asistidas por computadora de la reaccion de FI-B (25 uM) con peroxinitrito (1 uM), donde
se calcula a lo largo del tiempo el consumo del reactivo FI-B, la formacion del producto
oxidado fluoresceina, y la descomposicion homolitica de ONOOH en sus radicales
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derivados (*NO-, *OH) (Figura 27), a partir de las contantes cinéticas para todas las
reacciones mostradas en la Tabla 10. Los datos muestran que en ausencia de COz, y
un exceso de FI-B sobre peroxinitrito, la mayoria del peroxinitrito (en su forma aniénica,
1uM) reacciona con FI-B dando fluoresceina (~1 uM), y que la descomposicién de
ONOOH en sus radicales derivados es una ruta despreciable (Figura 27).

FI-B
—
—— ONOO-
+OH + «NO,

254.

20

Y

1.0

Concentracion (uM)

0.5

0.0 -
0.0 0.1 02 03

Tiempo (s)

Figura 27. Simulacién de la formacién de radicales derivados de peroxinitrito (*NO2, *OH).
Simulaciones cinéticas asistidas por computadora de la formacién de fluoresceina (Fl), consumo
de FI-B y descomposicién de peroxinitrito a lo largo del tiempo, a partir de la reaccién de FI-B (25
MM) con peroxinitrito (1 pM). También se indica la acumulaciéon de radicales *OH y °*NO:2
provenientes de la homolisis de ONOOH. Se utiliz6 el Software Gepasi (version 3.3), y las
reacciones y constantes de velocidad mostradas en la Tabla 10 (164, 165).

En ausencia de CO., la mayoria del peroxinitrito reacciona directamente con FI-B y solo
una menor fraccion de peroxinitrito (<1% del total) sufre descomposicién de primer orden
a nitrato y radicales secundarios. Estos resultados respaldan que la formacién de
fluoresceina se debe a la reaccion bimolecular directa de FI-B con peroxinitrito.

A continuacion, realizamos experimentos para evaluar si los radicales derivados de
peroxinitrito influyen o afectan la conversién de FI-B a fluoresceina. Para esto,
aumentamos la estequiometria de la reaccién (FI-B:peroxinitrito) a (1:1), ademas
forzamos la generacion de radicales o agregamos atrapadores de radicales, Figura 28.
Los compuestos fendlicos como &cido p-hidroxifenilacético (pHPA), pueden ser
hidroxilados, nitrados u oxidados con formacion de dimeros por *OH y *NO.. Debido a
estas reacciones actian como atrapadores de radicalarios, al consumir estas especies.
La oxidacion no enzimatica de nitrito (NO2~) por un oxidante fuerte de un electrén como
*OH 0 COs™~ es fuente de radical *NO; (42), por lo que el agregado de nitrito a la reaccién
favorece la formacion de *NO..

Se realiza una condicion de Adiciébn Reversa (AR) donde se deja descomponer el
peroxinitrito previamente, dando mayoritariamente nitrito (NO2™) y nitrato (NOs™), y asi
descartar la contribucién de estas especies a la oxidacion de la sonda, Figura 28.
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El CO; es un blanco muy importante de peroxinitrito debido a su alta concentracion en
medios biolégicos (1.2 mM) y su rapida reaccion (k ~ 10* Mst), (Esquema 27). Por lo
tanto, evaluamos la capacidad de FI-B para detectar peroxinitrito en presencia de CO».
Incluso a concentraciones fisiolégicas de CO, FI-B es capaz de detectar peroxinitrito
produciendo una buena sefial fluorescente (~50 % de la sefial original) como muestra la
Figura 28.

1000 -
T i Figura 28. Respuesta de FI-B (10 uM)
reaccionando con igual concentracién de
peroxinitrito (10 yM) en buffer fosfato 100 mM
pH 7.4, a 25°C. A.R.: adicion reversa, NaNO:2
400 (200 uM), pHPA (acido p-hidroxifenilacético)
(200 pM), NaHCOs3 25 mM dando 1.2 mM
COo..

800 4

600 +
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2.4 Reactividad de FI-B con peroxinitrito en presencia de CO;

A continuacion, estudiamos la competencia de FI-B y CO- por peroxinitrito, realizando
simulaciones asistidas por computadora y mediciones de curso temporal de oxidacion
de la sonda en espectrofotbmetro de flujo detenido, trabajando a menores
concentraciones de peroxinitrito (1 uM), en presencia de concentraciones fisioldgicas de
CO. y con FI-B (25 uM). En la Figura 29, se muestran los datos cinéticos experimentales
y simulados de la competencia de peroxinitrito entre FI-B y CO,, segun el Esquema 27.
Donde se observa que en presencia de CO; hay una contribucion marginal de los
radicales de CO3~ y *NO; al rendimiento de oxidacién de FI-B.

FI-B .
K~ 106 M1s 1 Fluoresceina + NO,~
ONOO—
co, Isomerizaciéon a NO;~ y CO, (65%)
L—— = [ONO,CO, |—> ; 3 V&Y,
k ~10* M1s1 Homodlisis a *NO, y CO5*—(35%)

Esquema 27. Representacién esquematica de la competencia cinética entre FI-B y CO2 por
peroxinitrito.
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Figura 29. Reaccion entre FI-B y

i peroxinitrito en presencia de CO..
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simulacién cinética asistida por computadora de la oxidacion de FI-B por peroxinitrito bajo las
mismas condiciones de reaccion y considerando las reacciones presentadas en la Tabla 10.
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2.5 Reactividad de FI-B con el radical catiénico derivado de H.O./HRP (Compuesto I)

Si bien los compuestos derivados de boronatos reaccionan preferentemente a través de
procesos de oxidacion de dos electrones por ataque nucleofilico, estudiamos si la sonda
era capaz de reaccionar con radicales derivados de H.O./hemo-peroxidasas
(Compuesto I). Utilizamos como modelo la HRP (peroxidasa de rdbano) que se oxida
por una molécula de H,O formando un intermedio llamado Compuesto I. EIl Compuesto
| se caracteriza por tener un grupo oxoferrilo (Fe'V=0) y un radical catiénico centrado en
la porfirina.

Como se muestra en la Figura 30, la formacion del Compuesto | no tuvo efecto sobre la
reactividad de la sonda ya que FI-B no reacciona con estos sistemas.

a b
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Figura 30. Evaluacion de la reactividad de FI-B frente a oxidantes derivados de H202 en sistemas
catalizados por hemo-peroxidasas (Compuesto ). a. Curso temporal de la peroxidasa de rabano
(HRP, 10 pg/mL) reaccionando con Hz202 (6 pM) para formar el compuesto radicalar enzimético
I. Se us6 Amplex Red® (20 yM) como control para detectar la actividad de peroxidasa que
produce el producto fluorescente resorfurina (Aex = 563 nm, Aem = 587 nm) dando una sefial
fluorescente intensa. FI-B (20 uM) en presencia de HRP (10 ug / mL) y H202 (6 uM) tiene una
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débil emision de fluorescencia, ya que no hay reaccion de FI-B con el Compuesto |. Mientras que
en ausencia de HRP se observé una sefal fluorescente mas alta producto de la reaccion de Fl-
B con H202. (b) Se muestran valores de intensidad de fluorescencia para la reaccion de FI-B (20
MM) en presencia de HRP (10 pg/mL) y diferentes concentraciones de H202 (0 - 6 uM) a los 5
minutos de incubacion. Las determinaciones se llevaron a cabo en buffer fosfato (100 mM, pH
7.4) a 37°C, en un lector de placas de fluorescencia en Varioskan, medidas simultaneas a : Aex =
563 nm, Aem = 587 nm para la deteccion de resorfuring, y Aex = 492 nm, Aem = 515 nm para la
deteccion de fluoresceina.

3. Deteccién de peroxinitrito endogeno en diferentes modelos celulares
3.1 Ensayo de Citotoxicidad

Antes de evaluar la utilidad de FI-B en la deteccion de peroxinitrito en sistemas celulares,
se realizaron ensayos de citotoxicidad (Figura 31) en dos lineas celulares (células
BAECs y células Vero). Como muestra la Figura 31, la incubacion de las células durante
24h, incluso a altas concentraciones de la sonda (1 mM) no afecté a la viabilidad celular,
determinado por el método de viabilidad celular por exclusién del colorante azul de
Tripano y analisis de morfologia celular, demostrando la no toxicidad de la sonda FI-B.

Figura 31. Estudios de Citotoxicidad de FI-B

6= dos modelos celulares (células endoteliales

[———————3 adrticas bovinas, BAECs y células VERO. Las
£ wle = monocapas de células BAECs confluentes y
g células Vero se incubaron con concentraciones
3 8o e crecientes de FI-B (1 a 1000 uM) durante 24 h
k] —&—Celllag VERO) a 37°C en atmosfera conteniendo 5% CO:. La
=2 ¥ DMSO VERO L . ]
B 704 viabilidad celular se estudié mediante el ensayo
> de exclusion con azul de tripano en un contador
601 de células automatizado (Invitrogen
Countess™ Automated Cell Counter). Las

50 : . . . : . .
o %0 o0 incubaciones de células control se realizaron

[FI-B] (uM) con DMSO (5% V/V). m BAECs; e BAECs
Control; A VERO; ¥ VERO Control.

Dada la naturaleza no téxica de FI-B a continuacién, se estudio la capacidad de la sonda
para detectar peroxinitrito generado enddégenamente. Se estudiaron dos modelos
celulares pre validados de generacion de peroxinitrito endégeno, en células endoteliales
normales y disfuncionales (166), y en un modelo de infeccion de macréfagos por un
patégeno intracelular (56), secciones 3.2 a 3.5.

3.2 Deteccion de peroxinitrito enddgeno en células endoteliales presencia de CO;

En primer lugar, se evaluo la capacidad de FI-B (50 uM) en la deteccién de peroxinitrito
en células endoteliales normales en presencia y en ausencia de CO, un competidor de
este oxidante en el medio celular. Las células BAECs se estimularon para la produccion
de *NO desencadenando la actividad de eNOS (6xido nitrico sintasa epitelial) con el
ionéforo de calcio ionomicina. Los datos muestran que la ionomicina provoca un
aumento de la intensidad de fluorescencia respecto a la oxidacion FI-B a las condiciones
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control. La intensidad de fluorescencia se reduce en gran medida en presencia del
inhibidor de la eNOS L-NAME (ester metilico de N-nitro-L-arginina), indicando que el
oxidante producido en estas condiciones es un derivado de *NO como peroxinitrito
(Figura 32). En presencia de COg, la fluorescencia obtenida tras la activacion de la eNOS
disminuyo un 50%, sin embargo, se continla observando una buena sefial. Estos datos
estan de acuerdo con los datos mostrados en las Figuras 28 y 29.
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Figura 32. Oxidacion de FI-B en BAECs en presencia de CO.. Monocapas de células BAECs
confluentes fueron preincubadas con FI-B (50 uM) durante 30 min. Se utiliz6 ionomicina (4 uM)
para desencadenar la actividad de eNOS en presencia 0 ausencia del inhibidor de NOS L-NAME
(10 mM), en dPBS o dPBS suplementado con bicarbonato 25 mM. Las pendientes se calcularon
a partir del curso temporal de la oxidacién de FI-B en las diferentes condiciones celulares
medidas en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan) (Aex/em = 492/515 nm). Los datos
mostrados son las medias + desviacion estandar de tres experimentos independientes.

3.3 Deteccidn de peroxinitrito endégeno en células en endoteliales disfuncionales

A continuacion, se evalué capacidad en la deteccién de la produccién de peroxinitrito
endogeno en células BAECs disfuncionales, luego del tratamiento de estas células con
SIN-1 (dador de peroxinitrito) durante la toda la noche. Este tratamiento provoca un
aumento intracelular de O,*~ por disfuncién mitocondrial y desacoplamiento de la eNOS
conduciendo a la induccién de la muerte celular programada (166). Dado que la vida
media de SIN-1 (200 uM) se estima en nuestras condiciones experimentales en ~15
min, una exposicion durante toda la noche asegura que el peroxinitrito derivado de SIN-
1 se ha acabado varias horas antes de que se iniciaran los experimentos con FI-B. El
flujo de peroxinitrito detectado luego de la estimulacion de la eNOS (con ionomicina),
fue tres veces mas alto en células BAECs disfuncionales respecto a las células control
(Figura 33).
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Figura 33. Deteccion de peroxinitrito producido endégenamente por células BAECs. (a) Curso
temporal de la oxidacion FI-B (50 uM) en diferentes condiciones celulares. La formacién de
fluoresceina fue registrada en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan) (Aexem = 492/515
nm) a 37°C. Las condiciones fueron: BAECs, células control; BAECs Tratadas, células pre-
tratadas con SIN-1 (200 yM, ~ 7 yM peroxinitrito/min); lono, ionomicina (4 uM) agregada en el
momento de la medicién; L-NAME (10 mM) 1 hora antes de la medicién. (b) Promedio obtenido
a partir de las pendientes del panel (a). BAECs control (barras blancas), BAECs pre-tratadas con
SIN-1 (barras grises). Los datos son medias + desviacion estandar de tres experimentos
independientes. * P < 0.01 indica la diferencia estadistica en comparacion con BAECs control
(células no tratadas previamente) por el test de ANOVA, prueba de Tukey.

Paralelamente, se realiz6 el mismo experimento, en las mismas condiciones utilizando
CBA como sonda fluorescente (pre incubacién de CBA 50 yM por 30 min). Como se
muestra en la Figura 34, CBA no fue capaz de detectar la generacion fisiolégica de
peroxinitrito. Esto demuestra la gran sensibilidad del fluor6foro fluoresceina respecto a
7-hidroxicumarina.

4.0+ : - .
FE=AEE e e cHT o Figura 34. Curso temporal de la

—— BAECs tratadas + ionomicina + L-NAME

oxidacion de CBA (50 pM) en
diferentes condiciones celulares. La
formacibn  de  7-hidroxicumarina
2.0+ (COH) fue registrada en un lector de
placas de fluorescencia (Varioskan)
(Aex = 332, Aem = 470 nm) a 37°C.
BAECs Tratadas: células pre-tratadas
o.u-m% con SIN-1 (200 pyM, ~ 7 uM
G T T P e | peroxinitrito/min) con agregado de
Tisiips (8) ionomicina (4 uM) en el momento de la
medicion; L-NAME (10 mM) 1 hora

antes de la medicion. CBA no fue capaz de detectar la produccion del oxidante.

Fluorescencia (URF)

Los datos obtenidos, mostrados en las Figuras 32 y 33, permiten estimar el flujo de
produccion de peroxinitrito intracelular en células BAECs normales (tras la estimulacion
de la eNOS), basado en la velocidad de oxidacion de FI-B, como se describe en la
seccion 3.6.



capitulo 1. Parte 2.1 |ECHEEGTE

3.4 Deteccion del flujo de peroxinitrito intramitocondrial en células endoteliales

Por otra parte, ademés provocamos la induccién intramitocondrial sitio especifica de la
generacion del radical Oz*—, utilizando antimicina AA, un inhibidor del Complejo Il de la
cadena respiratoria (167), en presencia o ausencia del dador de *NO (NOC-18, 1 mM)
(Figura 35). EI 'NO promueve la formacion de peroxinitrito en el sitio de generacién del
02"~ (mitocondrias). Como se observa en la Figura 35, la maxima sefial de fluorescencia
se obtuvo cuando las células BAECs fueron expuestos a la combinacion de NOC-18 y
AA. En la condicién con solo NOC-18, se puede observar una pequefia sefial de
fluorescencia. Esto es debido a la inhibicién mediada por *NO de la citocromo ¢ oxidasa
(168, 169) generando O»*— intramitocondrial y por lo tanto peroxinitrito.

Se realiz6 una microscopia de fluorescencia para confirmar que el sitio de oxidacion de
FI-B sea el compartimento mitocondrial de las células BAECs tratadas. Mientras que la
fluorescencia celular observada en presencia de SIN-1 (dador de peroxinitrito en todos
los compartimentos celulares) dio un patrén difuso (Figura 35 ¢, imagen D), la presencia
de AA y *NO dio un patrén punteado y una oxidacion discreta de FI-B compatible con
peroxinitrito intramitocondrial (Figura 35 c, imagen C).
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Figura 35. Generacion de peroxinitrito intramitocondrial en células BAECs. (a) Curso temporal
de la oxidacién de FI-B en las diferentes condiciones celulares. Monocapas de células BAECs
confluentes se pre incubaron con FI-B (50 uM) en dPBS y estimulan para producir peroxinitrito
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intramitocondrial mediante tratamiento con AA (4 uM) en presencia o ausencia de NOC-18 (1
mM, produciendo 0.15 yM *NO min, t1>~1080 min). SIN-1 (20 yM; 0.7 uM peroxinitrito min-2)
se utilizé6 como control positivo para generacién de peroxinitrito. Las medidas se registraron en
un lector de placas fluorescentes (Varioskan) (Aex'em = 492/515 nm). (b) Las pendientes se
calcularon a partir de los datos primarios. Los datos son las medias + desviacién estandar de tres
experimentos independientes. * Indica diferencia estadistica con respecto al control, condicion
AA y NOC-18, y ** indica diferencia estadistica con respecto a AA + Condicion NOC-18 (P <0.01)
por el test de ANOVA, prueba de Tukey. (c) BAECs fueron tratados como en el panel (a) y la
oxidacién de FI-B visualizada por microscopia de fluorescencia. (A) BAECs Control; (B) células
tratadas con AA (4 uM); (C) células tratadas con AA (4 uM) y NOC-18 (1 mM); (D) SIN-1 (20 uM;
0.7 yM min! de peroxinitrito a 37°C). Las flechas en (C) indican la oxidacién de FI-B en las
mitocondrias de las células.

3.5 Oxidacién de FI-B dentro de T. cruzi internalizado en fagosomas de macrofagos

En un segundo modelo, nos planteamos como objetivo detectar el peroxinitrito producido
endoégenamente por macréfagos infectados con el patégeno intracelular Trypanosoma
cruzi, el agente causante de la enfermedad de Chagas (170). Los macréfagos fueron
inmunoestimulados para la induccion de la iINOS y posteriormente infectados con
tripomastigotas de T. cruzi (forma infectiva). La internalizacién de los tripomastigotas por
los macréfagos provoca la activacién de la NADPH oxidasa unida a membrana con la
consiguiente generacion de grandes cantidades de O»*~ hacia el parasito internalizado
en el fagosoma (56). Los tripomastigotas de T. cruzi (3 o 6 x 10° células mL™?) fueron
precargados con FI-B (100 uM) durante 30 min a 37°C. Monocapas de macréfagos
confluentes (sin estimulacion o inmunoestimulados para la produccién de *NO con IFN-
y/LPS) fueron infectados con los parasitos precargados con FI-B, y posteriormente
analizamos la oxidacion de FI-B por espectroscopia de fluorescencia, citometria de flujo
y microscopia de fluorescencia (Figura 36). En la Figura 36 se puede observar que la
oxidacién FI-B es dependiente del nimero de parasitos, y fue maxima en los macréfagos
inmunoestimulados donde se genera peroxinitrito (Figura 36, panel a). La sefal fue
disminuida completamente por el inhibidor de la NOS L-NAME (10 mM), indicando la
generacion intrafagosomal de peroxinitrito. En ausencia de *NO, donde sélo se estaria
produciendo Ox*~ y por lo tanto H202, no se observo sefial, lo que esta de acuerdo con
la baja constante de velocidad de FI-B y H.O, (Tabla 9). Este resultado también se
confirmé por andlisis de citometria de flujo de los macréfagos infectados (Figura 36,
panel b) y por microscopia de epifluorescencia (Figura 36, panel c). En esta ultima
técnica, se observd la distribucion discreta de fluoresceina, siendo estrictamente
localizada en el sitio de internalizacion del parasito (fagosoma) y no en otros
compartimentos celulares del macrofagos (Figura 36, panel c).

Los datos obtenidos sobre la oxidacion intrafagosomal de FI-B, permiten estimar el flujo
de peroxinitrito intrafagosomal como se describe en la seccion 3.6.
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Figura 36. Oxidacion de FI-B en el interior de T. cruzi internalizados en fagosomas de
macroéfagos. (a) Tripomasmigotas de T. cruzi (3 o 6 x 10° células/mL) pre cargados con FI-B (100
MM, 30 min en dPBS a 37°C) se utilizaron para infectar macréfagos no estimulados y estimulados
para la induccion de iINOS (IFN-y, 400 U mL1 y LPS, 8 g/mL durante 5 h) en ausencia o presencia
del inhibidor de iINOS (L-NAME, 10 mM). Después de 1 h de infeccién, los parasitos no
incorporados fueron eliminados y la oxidacion de FI-B se registré en un lector de placas (Aexem =
492/515 nm). (b) Analisis por citometria de flujo de macréfagos infectados. Histograma obtenido
siguiendo la fluorescencia con el canal verde HL-1. Control: macréfagos no infectados
(histograma gris); macréfagos infectados con T. cruzi precargado con FI-B (histograma gris
oscuro); macréfagos estimulados por citoquinas (IFN-LPS) infectados con T. cruzi precargado
con FI-B (histograma negro); macréfagos estimulados con citoquinas e infectados con T. cruzi
precargados con FI-B en presencia de L-NAME (10 mM) (histograma linea punteada). (c)
Oxidacién de FI-B detectada por microscopia de fluorescencia en los macréfagos estimulados
(IFNy/LPS) e infectados por T. cruzi pre cargados con FI-B. DAPI (tincion de ADN, rojo). Las
flechas indican la presencia de ADN del parasito (DAPI), fluoresceina y la combinacién de
imagenes (Merge) de fluoresceina co-localizando con el ADN del parasito. Se muestran dos
conjuntos de experimentos.

En paralelo, también se realiz6 el mismo experimento utilizando CBA (preincubacion de
los parasitos 6 x 10° mL?, con 100 uM CBA por 30 min a 37°C, (Figura 37). En estas
condiciones no se detectd sefal fluorescente por la 7-hidroxicumarina en un lector de
placas de fluorescencia. Nuevamente mostrando el menor limite de deteccién del
fluoroforo fluoresceina con respecto a la cumarina. Ademas, debido a la Aexc del CBA
no es posible analizar el experimento por citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia.

25 — IFNy/LPS + T. cruzi (6 x 10%) Figura 37. Oxidacion de CBA en el
| —— IFNy/LPS + T. cruzi (6 x10%) + L-NAME interior de T. cruzi internalizados en
2.0 fagosomas de macrofagos. (a)
] Tripomasmigotas de T. cruzi (6 x
1.54 105 células/mL) pre cargados con
CBA (100 puM, 30 min en dPBS a
37°C) se utilizaron para infectar
macréfagos estimulados para la

induccion de iNOS (IFN-y, 400 U
[ AN AN A NN AW mL1yLPS, 8g/mL durante5h)en

A e A i e e ausencia o presencia del inhibidor

£ = . = . L de iNOS (L-NAME, 10 mM).

Tiempo (min) Después de 1 h de infeccion, los

parasitos no incorporados fueron

eliminados y la oxidacion de CBA se registr6 en un lector de placas (Aewem = 332/470 nm). CBA
no fue capaz de detectar la produccién del oxidante.

1.0 4

Fluorescencia (URF)

3.6 Cuantificacion del flujo de produccién de peroxinitrito en los modelos celulares

El flujo de peroxinitrito intracelular se calcul6 a partir de los datos obtenidos en las
Figuras 32 y 33, ajustando las unidades obtenemos el valor de la oxidacion de FI-B en
el tiempo como (URF/s). De la curva de calibracion (Figura 22 URF vs. [ONOO~](uM)),
obtenemos la pendiente de la grafica de 137 URF/uM.
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pendiente (URF/s) M (ONOO— - o
pendiente (URF/uM) = UM ( )/s cuacion

A partir de la Ecuacién 16 y conociendo el volumen en el pocillo de la placa (V = 0.5
mL), podemos calcular los pmoles ONOO~/s, medidos en el total del volumen del pocillo.

Asumiendo el volumen de una célula de 1232 um® (1.12 x 102 L) (171) y teniendo en
cuenta el nimero total de células en cada pocillo (5 x 10° BAECs/pocillo), podemos
calcular el volumen de la monocapa de células BAECs.

La fraccion de flujo de peroxinitrito intracelular detectable como oxidacién de FI-B dentro
de las células, se calculd6 como moles de peroxinitrito/volumen celular total, Ecuacion
17:

pmoles ONOO™ /s

Vol.de la monocapa

=0.01 uM/s de peroxinitrito Ec. 17

Por lo tanto, a partir de la oxidacion de FI-B se calculé 0.01 uM/s de peroxinitrito en
BACEs (tras activacion de la eNOS), como la fraccién de peroxinitrito que podemos
detectar.

Luego, el flujo de peroxinitrito intracelular real se calcul6 teniendo en cuenta todas las
demas reacciones dianas intracelulares de peroxinitrito (76, 172), esto es :

Se define k{[T] como la velocidad de reaccion del peroxinitrito con todos los blancos
celulares (T, del inglés Targets). La concentracion de peroxinitrito en estado estacionario
va a depender de la velocidad de su formaciéon (k: [*NO][O2*]), vy la velocidad de
descomposicién dada por su homolisis (kn = 0.9 s?) y kr la reacciéon contra todos los
blancos, (Ecuacién 18), por lo tanto:

ke[ *NOJ[O3 ]
(kg+kr[T))

[ONOO—]ss = Ecuacion 18

Las kr varian de ~300 - 500 s, dependiendo de los diferentes sistemas celulares (76,
172). Por lo tanto, siendo kr >> ku, se puede despreciar ky de la ecuacion quedando
como la Ecuacion 19:

ke[ *NOJ[O3 ]
(kr[TD

[ONOO—]ss = Ecuacion 19

En nuestro sistema utilizamos 50 yM de FI-B otro blanco para ONOO—, con una k de
velocidad de ~1 x 10° Ms®, Entonces la kr para FI-B seria: k[FI-B] = (1 x 10® M!s?) x
(50 x 10®* M) = 50 s (asumiendo que efectivamente haya 50 uM de FI-B dentro de la
célula).

Si el total de reacciones que consumen peroxinitrito en las células endoteliales esta en
el orden de ~300 s, entonces si lo que aporta la FI-B ~ 50 s, entonces en presencia
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de FI-B, la kr = 300 s + 50 s = 350 s™. Por lo tanto, en nuestro sistema el flujo
detectable por la sonda es 1/7 del total, 350 s%/50 s =7.

Entonces el flujo intracelular real de peroxinitrito en BAEC normales después de la
activacion de eNOS es ~ 0.1 uM s-1.

La formacién de peroxinitrito intrafagosomal en un solo fagosoma se calcul6 suponiendo
un volumen fagosomal similar a la de un tripomastigota (3 fL). El flujo de peroxinitrito
intra-fagosomal se determiné a partir de los datos de la oxidacion FI-B y se calcul6 segun
la Ecuacion 20:

moles de ONOO—

M (ONOO—); S = Ecuacion 20
HM ( ) inrategosomal/ Vtotal del fagosoma

Conclusiones parciales

En esta seccién se describié a la fluoresceina-boronato (FI-B), desde su sintesis,
caracterizacion hasta su aplicacion en diferentes modelos celulares como sonda para la
deteccién de peroxinitrito. La FI-B donde el éster pinacol borénico estd unido
covalentemente a fluoresceina, fue reportado por Chang et al (115), como una sonda
para detectar H.O,. Sin embargo, varios trabajos en la literatura han demostrado la gran
reactividad de peroxinitrito con compuestos derivados de acidos o ésteres borénicos
(27, 109, 110), incluidos los derivados de fluoresceina, que los hacen sondas
prometedoras para la deteccién de peroxinitrito en sistemas biolégicos.

La validacion exhaustiva como sonda para la directa deteccién de peroxinitrito en
sistemas bioldgicos, demuestra las ventajas de su uso para la deteccion y también
cuantificacion de este oxidante.

FI-B fue sintetizada en dos pasos de reaccion con buen rendimiento global (~42%) y alta
pureza (>99%) (Esquema 26 y Figura 19). Debido al centro electrofilico de los ésteres
borénicos, el ataque nucleofilico por peroxinitrito en su forma aniénica (ONOO™) es una
reaccion irreversible y muy rapida, que produce el correspondiente compuesto
hidroxilado fluoresceina con >99% de rendimiento (Figura 23). El rendimiento de la
reacciéon de FI-B con peroxinitrito dando fluoresceina fue mayor que el rendimiento
descrito anteriormente para otras sondas derivadas de boronatos (27, 110), reportado
en el orden de ~ 80-90% (173). Por lo tanto, para la reaccion con FI-B, se espera que
los productos secundarios que incluyen productos nitrados y especies diméricas (173)
sea inferior al 1%.

El analisis por espectroscopia de fluorescencia muestré que hay un aumento lineal de
la intensidad de fluorescencia con adiciones sucesivas de peroxinitrito (Figuras 21y 22).
Ademas, determinamos la constante de velocidad de la reaccién de FI-B hacia H»O»,
HOCI y peroxinitrito, siendo la constante de la reaccion de FI-B con peroxinitrito varios
6rdenes de magnitud mayor que para H>O2 o HOCI (Tabla 9, Figuras 24 y 25). Estos
valores estan en el mismo orden de magnitud que para la mayoria de otros boronatos
reportados (27, 110), lo que indica que los acidos borénicos y/o ésteres bordnicos son
grupos funcionales que reaccionaran preferentemente con ONOO~— debido a su perfil
cinético mas favorable sobre otros nucledfilos relevantes en medios biol6gicos.
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La oxidacion del boronato al fenol correspondiente se produce a través de un ataque
nucleofilico del oxidante en su forma anidnica, sin formacion de estructuras radicalares
intermedias de la sonda. Esto genera una ventaja para su utilizacién ya que a diferencia
de lo que ocurre con otras sondas redox comunmente utilizadas, donde el exceso de
estos radicales reacciona con productos intermedios apagando la sefial fluorescente
(174, 175), el exceso de radicales como *NO y O>*~ no afecte la reaccion de FI-B con
peroxinitrito.

FI-B compitié bien con CO, por ONOO—, observandose una buena sefial fluorescente
incluso con niveles fisioldgicos de CO,. La concordancia entre los datos experimentales
y computacionales (Figura 29) con respecto a los efectos de CO:; en los registros de
cursos temporales de emision de fluorescencia, apoyan un modelo de cinético de
competencia de FI-B y CO; por el nucledfilo ONOO~. Ademas, estos experimentos
descartaron una contribucién significativa de los radicales COs*~ y/o *NO; a la formacién
de fluoresceina a partir de FI-B.

Se evalud la capacidad de FI-B para la deteccion directa de peroxinitrito producido
endogenamente en diferentes modelos celulares. En primer lugar, la generacion de
peroxinitrito enddgeno en células endoteliales normales, tras la activacion de la eNOS
inducida por ionomicina, donde la emision de fluorescencia por la oxidacion de FI-B fue
completamente disminuida en presencia del inhibidor de la NOS L-NAME, indicando
que el oxidante producido en estas condiciones es un derivado de *NO, peroxinitrito.
(Figuras 32).

En estas condiciones, la velocidad de oxidacion de FI-B se determiné como 0.01 yM s™
mostrando la gran capacidad de FI-B para la deteccion de oxidantes intracelulares,
incluso en presencia de otras dianas celulares (T, targets o dianas; por ejemplo, COy,
peroxirredoxinas, proteinas que contienen hemo, entre otros (76)). Teniendo en cuenta
la reactividad global de peroxinitrito, se define el término k:[T] como la velocidad de
reaccion del peroxinitrito con todos los blancos celulares, y se estima entre 300-500 s
(172).

Para determinar la fraccion de peroxinitrito detectado por FI-B en nuestro sistema
celular, calculamos kr.g[FI-B] para la reaccion de peroxinitrito con FI-B (50 uM) como 50
s, siendo una fraccién del total peroxinitrito producido por la célula (kr[T] / ke.s[FI-B]).
Por lo tanto, el flujo real intracelular de peroxinitrito en células BAECs normales tras la
activacion de eNOS es ~0.1 uM s, El valor calculado esta de acuerdo con célculos
tedricos previos (172).

La deteccién de peroxinitrito aumenté en gran medida en células endoteliales
disfuncionales, susceptibles a un aumento de la produccion de O,*~ por desacople de
la eNOS y fuga de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Figura 33) (166).
FI-B también fue capaz de detectar el sitio la generacion de peroxinitrito intramitocondrial
en células endoteliales tratadas con AA en presencia de flujos exégenos de *NO y/o
peroxinitrito (Figura 35).

Finalmente, FI-B también se evalu6 en un modelo de infeccion in vitro, en macrofagos
infectados con el parasito Trypanosoma cruzi, el agente responsable de la enfermedad
de Chagas. Usando tripomastigotas de T. cruzi pre cargados con FI-B, evaluamos la
generacion de peroxinitrito hacia el fagosoma de macréfagos donde el parasito ha sido
internalizado. FI-B fue extremadamente sensible en la deteccion de peroxinitrito en este
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compartimento de macréfagos, medido por diferentes técnicas convencionales como
citometria de flujo, lector de placa de fluorescencia y microscopia epifluorescencia
(Figura 36). El hecho de que la emision de fluorescencia en los macrofagos
inmunoestimulados fue totalmente anulada en presencia del inhibidor de iINOS, afirma
que la especie que se estd detectando es un oxidante derivado de *NO, como el
peroxinitrito, y descarta cualquier contribucion de otras especies reactivas como H,O; o
HOCI. Ademas, el rol del HOCI en los procesos oxidativos en macréfagos J774-1 fue
descartado en reportes previos debido a que MPO (mieloperoxidasa) no esta presente
en niveles significativos en este tipo celular (56).

FI-B también nos permiti6 estimar la tasa de produccion de peroxinitrito intrafagosomal.
Actualmente no hay datos disponibles del valor de Kk{[T] para peroxinitrito en
tripomastigotas de T. cruzi, por lo que realizamos una aproximacion utilizando un valor
moderado de 500 s™ (172). Con esta suposicion, y considerando una tasa de oxidacion
de FI-B de ~ 0.25 uM s, la tasa de formacion de peroxinitrito el fagosoma se puede
estimar como 1.0 yM s™ (durante los 90 minutos del estallido respiratorio (55)). Este
valor esta de acuerdo con el valor informado previamente de ~ 50 — 100 yM min™
(equivalente a 0.8 — 1.66 uM s™) (176) usando la sonda DCFH;, en macréfagos con
estimulacion no fisiolégica LPS/IFN-y y PMA.

Poder contar con la sonda FI-B como herramienta de deteccion de peroxinitrito, es una
gran ventaja y es utilizada por otros integrantes de nuestro grupo con excelentes
resultados, permitiéndoles avanzar en sus investigaciones y aportando al desarrollo de
otras tesis. Ademas, permitié la colaboracién con diferentes grupos de investigacion
nacionales, de la regién e internacionales.

Esta herramienta contribuye al entendimiento de los mecanismos moleculares y
celulares en el desarrollo de patologias relacionadas con el estrés nitroxidativo
generando un gran avance para el area redox.

Este trabajo di6 origen a una publicacién como primer autor en una revista arbitrada y
permitié la colaboracion con investigadores nacionales e internacionales contribuyendo
en diversos trabajos cientificos, como se detalla en el apartado Publicaciones y
Colaboraciones.
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Materiales y Métodos

1. Sintesis y caracterizacion espectroscépica de Fluoresceina-boronato (FI-B)

Reactivos

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y utilizados sin
purificacion posterior. Las reacciones se llevaron a cabo en atmésfera inerte de argén
(Ar (9)), y se utilizaron disolventes secos.

El grado de avance de las reacciones se monitorea por cromatografia en capa fina (TLC)
en placas silica gel TLC-PET (Fluka). Visualizacion con luz UV (A = 254 nm). La
cromatografia de columna (CC) se realiz6 en silica flash (60 A, 230-400 mesh, 40-63
pm, Fluka) como fase estacionaria.

Los espectros *H-RMN y *C-RMN de los compuestos se realizan en un equipo Bruker
DPX 400 (400 MHz). Como disolvente se utilizé CDCls y tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Los valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de
partes por millon (ppm) en relacion con el TMS y las multiplicidades segun s: singulete,
d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, br:
sefial ancha (del inglés broad signal). La completa caracterizacién es realizada con la
combinacién de experimentos bidimensionales COSY, HMQC o HSQC y HMBC.

Los espectros de masa por impacto electrénico se realizan en un equipo Shimadzu
GC/MS QP 1100 EX a un potencial de ionizacién de 70 eV por inyeccion directa (ID).

Trifluorometansulfonato de 3'-hidroxi-3-oxo-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanten]-
6'-ilo (25): (115)

En un balén bajo atmésfera de Ar (g) se agrega fluoresceina comercial (500 mg, 1.5
mmol), y N-fenil-bis(trifluorometansulfonimida) (537 mg, 1.5 mmol) y se protege de la
luz. Se disuelve en 5 mL de DMF y se agrega di-isopropiletilamina (DIPEA,1.0 mL, 6
mmol) recién destilada. Se deja agitando a temperatura ambiente bajo atmosfera de Ar
(9) y protegido de la luz. Se monitorea la reaccion por TLC. Luego de 72h se detiene la
reaccion. Se agrega HCI 1M (10 mL) para acidificar el medio y se hace un reparto con
AcOEt hasta extraccion total (5 x 10 mL). Se juntan las fases organicas, se secan con
Na,S0,, se filtra y se destila a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por
cromatografia en columna, fase estacionaria: silica flash, fase mavil: gradiente de
polaridad Hexano:AcOEt (9:1) hasta (7:3). Sélido amarillo claro, R = 56% (387 mg).

La caracterizacion espectroscopica y propiedades fisicas coinciden con las de
referencia.(115)

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 6.64 (2H, br s), 6.81 (1H, d, J =4 Hz), 6.89 (1H,d, J =8
Hz), 6.95 (1H, dd, J =8y 4 Hz), 7.19 (1H, d, J = 8 Hz), 7.25 (1H, d, J = 4 Hz), 7.67-7.73
(2H, m), 8.05 (1H, d, J = 8 Hz).

13C NMR &: 103.2, 110.0, 110.5, 113.3, 116.6, 117.1, 119.7, 120.3, 123.9, 125.3, 126.3,
128.9, 129.21 130.1, 130.2, 135.5, 150.0, 151.9, 152.1, 152.6, 158.9, 169.5.

MS (EI): m/z (%) = 464 (1.2), 420 (24.2), 331 (1.4), 287 (100), 259 (33.1).
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3'-hidroxi-6'-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-3H-spiro[isobenzofuran-
1,9'-xanthen]-3-ona (FI-B, Fluoresceina-boronato):

Se sintetiz6 como se describe anteriormente (115) con modificaciones. En un baldn bajo
atmésfera de Ar (g) se agrega 25 (387 mg, 0.83 mmol), bis(pinacolato)diboro (210 mg,
0.83 mmol), acetato de potasio (244 mg, 2.5 mmol) y 1,1 -bis(difenilfosfino)ferroceno-
dicloropaladio(ll)eCH.Cl; (203 mg, 0.24 mmol) y se disuelve en 10 mL de dioxano. Se
lleva la mezcla a reflujo en bafio de aceite siempre bajo atmosfera inerte. La reaccién
se monitorea por TLC. Luego de 6 horas de calentamiento a reflujo se apaga el
calentamiento y se deja agitando a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente
se detiene la reaccion. Se agrega AcOEt (10 mL) y se hace un reparto con solucion
saturada de NacCl (5 x 10 mL), la fase organica se seca con Na.SO., se filtra y se destila
a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna fase
estacionaria: silica flash, fase movil: gradiente de polaridad Hexano:AcOEt (8:2) hasta
(6:4). Sélido amarillo, R = 75% (276 mg).

La caracterizacién espectroscopica y propiedades fisicas coinciden con las de
referencia (115).

'H NMR &: 1.37 (12H, s), 6.10 (1H, br s), 6.56 (1H, d, J = 8 Hz), 6.67 (1H, d, J = 8 Hz),
6.77 (1H, d, J = 4 Hz), 6.80 (1H, d, J =8 Hz), 7.14 (1H,d, J=8Hz), 7.43 (1H,d,J =8
Hz), 7.63-7.68 ( 2H, m), 7.74 (1H, s), 8.04 (1H, d, J = 4 Hz).

13C NMR &: 84.3, 103.2, 103.3, 110.9, 112.3, 121.4, 123.5, 123.6, 123.8, 123.9, 125.1,
125.2,126.3, 127.3, 129.3, 129.4, 129.8, 135.2, 150.7, 152.4, 153.5, 157.9, 170.0.

MS (El): m/z (%) = 441 (3.5), 398 (100), 381 (26.7), 315 (25.4), 297 (65.7), 271 (48.5),
254 (30.4).

2. Preparacion de soluciones de FI-B

Para todos los experimentos, se preparé una solucion stock de FI-B disolviendo el
compuesto sélido en dimetilsulféxido (DMSO, 5 mM FI-B), excepto para las mediciones
con HOCI. En las determinaciones con HOCI, FI-B se disolvié en acido acético glacial
debido a que el CIO~ es capaz de oxidar el grupo funcional sulféxido del DMSO a la
sulfona correspondiente (162, 163), y de esta manera enmascarar la reactividad de la
sonda con el oxidante.

Las soluciones stock de FI-B en DMSO se almacenan a -20°C y se realiza una nueva
dilucién en solucién acuosa cada vez antes de su uso. Hay que tener en cuenta que, Si
la solucién stock se prepara directamente en medio acuoso, una pequefia fraccion (0.5—
1%) de FI-B podria hidrolizarse al almacenarla por un periodo prolongado.

3. Determinacién del rendimiento de la reaccion de FI-B con peroxinitrito

El rendimiento de la reaccion de FI-B con peroxinitrito se determiné por cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) (Agilent Technologies 1200) acoplado a detector de
fluorescencia. Las muestras (2 uL) se separaron en una columna de Ascentis® Express
fenil-hexil, 5 cm x 4.6 mm, 2.7 ym) (Supelco Analytical), equilibrada con acetonitrilo
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(CHsCN) al 40% (v/v) en solucion acuosa, conteniendo 0.1% (v/v) de acido
trifluoroacético. Se realizé elucion isocréatica a un flujo de 1 mL/min con deteccién de
fluorescencia (excitacion a A = 492 nm y emision a A = 515 nm) y por absorcion UV-
visible (A = 254 nm). En estas condiciones, FI-B tiene un tiempo de retencién de 1.5 min
y Fl de 1.8 min.

Se hace reaccionar FI-B (100 yM) y diferentes concentraciones de peroxinitrito (7.5, 15,
20 uM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) y se comparan con FI (7.5, 15, 20 yM) disuelta
en FI-B (100 yM). El rendimiento de la reaccion se determin6 como el promedio de la
proporcion de areas (Area picoonoo-/Area picog) X 100 para cada concentracion.

4. Andlisis Cinético

Las determinaciones de las constantes cinéticas de FI-B con los diferentes oxidantes se
llevaron a cabo bajo condiciones de pseudo-primer orden (exceso de 10 veces FI-B
sobre peroxinitrito o HOCI). En el caso de H20>, el oxidante se utilizé en un exceso de
200 veces. Para las determinaciones con HCO4~, se preincuba H.O, con NaHCO3 y las
concentraciones de HCO4~ se calcularon segun la Ecuacion 15. Se realizé la técnica
cinética de flujo detenido utilizando un espectrofotometro de flujo detenido Applied
Photophysics 18MX equipado con fotomultiplicadores para mediciones de fluorescencia
(Aex = 492 nm; emision total). Para las determinaciones cinéticas con H,O,, HCO,4™,
HOCI se utilizé un lector de placas de fluorescencia (Varioskan, Thermo, Aex = 492 nm
y Aem = 515 nm). Todas las determinaciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM,
pH 7.4, conteniendo 0.1 mM de DTPA a 25°C o 37°C.

Los cursos temporales de aumento de fluorescencia debido a la formacién de
fluoresceina a partir de FI-B, para cada concentracion de oxidante se ajustaron a curvas
exponenciales simples, obteniendo una constante cinética observada kops. Las Kobs
obtenidas de esta manera, se graficaron en funcién de la concentracién de sonda
ajustandose a una recta cuya pendiente es la k cinética de la reaccion.

Cuando se estudié la cinética de la reaccién de FI-B con peroxinitrito en presencia de
COg, se siguio el curso temporal de la respuesta de fluorescencia tras la oxidacion de
FI-B (25 uM) por peroxinitrito (1 uM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) conteniendo
NaHCO; 25 mM (correspondiente a 1.2 mM CO,) a 25 °C. Para las determinaciones
cinéticas con H,O, y HOCI se utilizé un lector de placas de fluorescencia (Varioskan,
Thermo, Aex = 492 nm y Aem = 515 nm).

5. Modelado cinético de la competencia de peroxinitrito por FI-B o por CO;
Se realizaron simulaciones cinéticas asistidas por computadora con el Software Gepasi

(version 3.3), utilizando las reacciones y constantes de velocidad reportados en la
literatura y listados en la Tabla 10 (164, 165).
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Tabla 10. Reacciones del modelo cinético de competencia de peroxinitrito entre FI-B y CO..

Reaccion k Referencia
1) ONOOH —>» NOs~ + H* 0.26 st (177)
2) ONOOH —> *NO2 + "OH 0.11s* (177)
3) FI-B + ONOO~ —> Fl + NO2~ 1.07 x 106 Mt st (111)
4) ONOO~ + CO2 = NOs™ + CO2 2.0x10*M1st (82)
5) ONOO~ + COz2 > COs3~ +°'NO:2 1.0x10* M1s? (82)

6. Cultivos celulares

Las células endoteliales adrticas bovinas (BAECs) se obtuvieron de aortas bobinas
frescas como se describid anteriormente (61). Los cultivos celulares de BAECs se
mantienen en medio M199 suplementado con L-glutamina (2 mM), HEPES (10 mM),
penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina (100 yg/mL), SFB (10 % v/v/) a 37°C en
atmosfera humidificada con 5% CO..

Los parasitos Tripanosoma cruzi en el estadio tripomastigota se obtuvieron del
sobrenadante de células Vero (ATCC CCL-81™) infectadas, como se describio
anteriormente (178).

La linea celular de macréfagos murinos J774A.1 (ATCC-TIB-67) se cultivé en medio
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma) suplementado con L-
glutamina (2 mM), penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina (100 mg/L), SFB
decomplementado (10 % v/v/) a 37°C en atmésfera humidificada con 5 % CO..

6.1. Ensayo de citotoxicidad

La viabilidad celular se midi6 por el ensayo de exclusiéon del colorante azul de tripano
después de 24 horas de exposicion a FI-B y/o DMSO (5% v/v, condiciones control). Las
monocapas de células confluentes BAECs y de células Vero se trataron con diferentes
concentraciones de FI-B (1 a 1000 yM) por 24 h. Las células se lavaron en PBS, se
levantaron por tripsinizacion y se estudio la viabilidad celular por el ensayo de exclusion
de azul de tripano, utilizando un contador de células automatizado (Invitrogen
Countess™).

7. Tratamiento de los cultivos celulares y determinacién de la oxidacion de FI-B

7.1 Deteccion de peroxinitrito enddégeno en células BAECs

Las células BAECs se cultivaron en M199 suplementado con 0.4% (v/v) SFB por 24 h
en una atmosfera humidificada con 5% CO, a 37°C, previo al comienzo de las diferentes
condiciones experimentales.

BAECs confluentes se incubaron con FI-B (50 uM) durante 30 minutos, se lavan para
eliminar la sonda no incorporada, y posteriormente se reemplaza el medio con solucion
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salina de buffer fosfato (dPBS, Dulbecco's phosphate buffered saline solution
conteniendo NaCl (137 mM), Na;HPO, (8.1 mM), CaCl; (0.9 mM), MgCl; (0.5 mM), KCI
(2.7 mM) y KH2PO4 (1.45 mM) suplementado con L-arginine (1 mM),), pH 7.4 en
presencia o ausencia de NaHCO; (25 mM). Se utiliz6 ionomicina (4 uM) para
desencadenar la actividad eNOS en presencia o ausencia de L-NAME (10 mM,
agregado 30 min antes del ensayo) como inhibidor de NOS. El curso temporal de la
oxidacién FI-B se monitore6 en un lector de placas siguiendo la emisién de fluorescencia
a 37°C (Varioskan, Thermo) a Aex = 492 nm y Aem = 515 nm.

7.2 Deteccidn de peroxinitrito endégeno en células en BAECs disfuncionales

Las células BAECs fueron pretratadas con SIN-1 (200 uM, ~ 7 uM peroxinitrito min-1)
durante toda la noche para generar disfuncion mitocondrial y/o desacoplar la éxido
nitrico sintasa de endotelial (eNOS) ambos procesos aumentan los niveles de Oy~
(166). Al dia siguiente, se retira el medio y se reemplaza con dPBS suplementado como
se describe arriba en la seccién 7.1. Los cultivos celulares se incubaron con FI-B o CBA
(50 pM) durante 30 minutos a 37°C y la sonda no incorporada se elimina mediante tres
lavados con dPBS. Se utilizé ionomicina (4 uM) para desencadenar la activacién de
eNOS en presencia o ausencia del inhibidor de NOS L-NAME (10 mM). El curso
temporal de la oxidacion FI-B se monitore6 en un lector de placas de fluorescencia a
37°C (Varioskan, Thermo) a Aex = 492 nm y Aem = 515 nm, mientras que la oxidacion de
CBA se monitored a Aex = 332 nm y Aem = 470 nm.

7.3 Deteccidn de peroxinitrito intramitocondrial en células endoteliales

Las células BAECs se incubaron con FI-B (50 pM) por 40 minutos a 37°C, y
posteriormente se agrega Antimicina A (AA, 4 uM) como inhibidor del Complejo Il de la
cadena respiratoria, inhibiendo la transferencia de electrones y por lo tanto estimulando
la produccién de O2"~ intramitocondrial. El peroxinitrito intramitocondrial se generé por
el agregado del dador de *NO NOC-18 (1 mM, dando un flujo de *NO 0.15 pM/min).
Como control positivo de la produccién de peroxinitrito en BAECs se utilizd SIN-1 (20
MM, dando un flujo de peroxinitrito de 0.7 uM/min). El curso temporal de la oxidacién Fl-
B se monitored en un lector de placas de fluorescencia a 37°C (Varioskan, Thermo) a
Aex =492 nm y Aem = 515 nm, mientras que la oxidacion de CBA se monitore0d a Aex = 332
nM Yy Aem =470 nm.

BAECs tratadas con las mismas condiciones experimentales también se analizaron por
microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse TE-200, microscopio invertido), las
imagenes fueron tomadas con cémara digital monocromatica (Nikon DS-Qi1MC) y
analizadas con el programa Imaged ™.

7.4 Oxidacion de FI-B dentro de T. cruzi internalizado en fagosomas de
macroéfagos

Los macrofagos inmunoestimulados (para inducir la iNOS, 6éxido nitritico sintasa
inducible) se obtuvieron mediante la incubacién de éstas células con IFN-y (400
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unidades mL?) y LPS (8 yg mL?) durante 5 horas en medio DMEM a 37°C (176).
Tripomastigotes de T. cruzi (3 x 10° 0 6 x 10° células/mL) fueron precargados con FI-B
(100 uM) o CBA (100 uM) durante 30 min a 37°C en dPBS. Después de la incubacion,
los tripomastigotes se centrifugaron a 800 g durante 10 min a 25°C y se lavaron dos
veces en dPBS con el fin de eliminar la sonda no incorporada. T. cruzi precargados con
FI-B o CBA se incubaron con los macréfagos inmunoestimulados en ausencia o
presencia del inhibidor de INOS L-NAME (10 mM, 30 min antes de la infeccion). Después
de 1 h de incubacion, se siguié el curso temporal de la oxidacién FI-B en un lector de
placas de fluorescencia a 37°C (Varioskan, Thermo) a Aex = 492 nm y Aem = 515 nm,
mientras que la oxidacion de CBA se monitored a Aex = 332 Nm y Aem = 470 Nm.

Los macrdéfagos infectados se levantaron con tripsina y se analizaron por citometria de
flujo (FACS Calibur, Becton Dickinson). Al menos 30.000 eventos se evaluaron en cada
tratamiento experimental y se analizaron usando el programa WinMID 2.9.

Por dltimo, los macréfagos se sembraron en placas de vidrio (MatTek Co., USA) y se
trataron como se describid anteriormente. Los macrofagos fueron analizados por
microscopia de epi-fluorescencia a un aumento de 1000X (Nikon Eclipse TE-200
microscopio invertido), las imagenes digitales tomadas con cdmara digital (Nikon DS-
Qi1MC blanco y negro) y se analizaron utilizando el programa ImageJ™.

Para la estimacion del flujo de peroxinitrito intrafagosomal, los macréfagos
inmunoestimulados (para induccién de iNOS) (6 x 10° células/mL) se infectaron con
tripomastigotes de T. cruzi precargados con FI-B (100 uM, 30 minutos a 37°C). Después
de 2 h de incubacion los parasitos no incorporados fueron eliminados por lavado en
dPBS (4 veces). Los fagosomas de los macrofagos se obtuvieron mediante el paso de
células a través de una aguja 27 G x 1/2" para romper las membranas plasmaticas (100
veces). Los fagosomas se contaron en una camara de Neubauer (4.4 x 10°
fagosomas/100 uL) y la oxidacién de FI-B dentro de los fagosomas se midié con un
lector de microplacas (Varioskan, Thermo).
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2.2 FI-B en la deteccion de hidroperdxidos de
aminoacidos y proteicos

Introduccién y estrategia experimental

Los hidroperéxidos (R-OOH) de residuos aminoacidicos (tirosina, triptéfano e histidina)
en proteinas se forman por modificaciones oxidativas inducidas por especies reactivas
de oxigeno. Estas modificaciones postraduccionales pueden traer serias consecuencias
biol6gicas, debido a que los hidroperéxidos son intermedios inestables y pueden
propagar aun mas el dafio oxidativo en las proteinas. Los hidroperdxidos de proteinas
pueden inducir dafio secundario a través de la inactivacién de enzimas dependientes
tioles esenciales para la funcién celular, ademas se ha reportado que los hidroperéxidos
proteicos pueden inducir dafio al ADN (179).

Los métodos clasicos para la deteccion de hidroperoxidos proteicos incluyen:

i. El ensayo de FOX, donde el ROOH oxida Fe*? a Fe*® en medio acido, y posteriormente
el reactivo naranja de xilenol (XO, del inglés Xylenol Orange) actia como quelante de la
especie oxidada dando un complejo de coordinacion XO-Fe*® coloreado que absorbe a
560 nm (180, 181).

ii. Valoracion iodométrica, el ROOH oxida ioduro a triioduro (Is7) que se titula con una
solucién de tiosulfato utilizando almidén como indicador (182).

Sin embargo, estos métodos presentan varias limitaciones, por ejemplo, mdultiples
especies actlan como interferentes generando resultados erréneos, no tienen una
estequiometria definida, ademas de que no pueden ser aplicados para determinaciones
en tiempo real.

Debido al caracter nucleofilico de los hidroperéxidos en su forma desprotonada (ROO™
) serian capaces de reaccionar con centros electrofilicos como los acidos y/o ésteres
borénicos, de hecho recientemente se han reportado las constantes de velocidad de la
reaccion entre ciertos hidroperéxidos aminoacidicos (AA-OOH) y boronatos (179). En
ese trabajo se determind que la reaccion entre AA-OOH y CBA es ligeramente mas
rapida que para HzO2 (Knzoz = 1 M1st), siendo kryroon = 23 Mst; krpoon = 11 M1s™,
Kuisoon = 23 Ms (179).

En esta seccién se describe la evaluacion de la reactividad entre FI-B e hidroperéxidos
aminoacidicos y proteicos generados por la oxidacion de oxigeno singulete (*O.),
Ecuaciéon 21. Ademas, se describe el desarrollo de un método de cuantificacion de
hidroperéxidos aminoacidicos a partir de la oxidacion de FI-B en velocidades iniciales.

FI-B + AA-OOH—> Fl v = K[FI-B][AA-OOH]  Ecuacién 21
Por dltimo, se evalud la capacidad de FI-B en la deteccion de hidroperdxidos de

proteinas plasmaticas en muestras de plasma humano, comparandola con CBA y el
Ensayo de FOX. También, se determinaron los limites de deteccién de fluoresceina (Fl)
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y 7-hidroxicumarina (COH), demostrando que Fl es un fluor6foro mas sensible y
eficiente.

Resultados y Discusion

1. Generacién de hidroperdxidos aminoacidicos (AA-OOH)

Los hidroperoxidos de aminoacidos (AA-OOH) se generaron al hacer reaccionar al
aminoacido correspondiente con oxigeno singulete (*O). El oxigeno singulete puede
generarse por reacciones fotosensibilizantes, mediante la irradiacién de luz de la
correcta longitud de onda a ciertos agentes fotosensibilizantes* como la rosa bengala
(Figura 38), los cuales absorben la energia llevando a la molécula a un estado excitado.
Posteriormente, la energia de excitacidén se transfiere a una molécula de O, adyacente
transformandola a un estado de oxigeno singulete (*O.), mientras que el agente
fotosensibilizante vuelve al estado basal (183), Ecuacion 22.

hv 02
Rosa Bengala — [Rosa Bengala]* —> Rosa Bengala + 1O2 Ecuacion 22

Figura 38. Estructura quimica de Rosa Bengala, sal
disédica de 4,5,6,7-tetracloro-2'4',5",7'-
tetraiodofluoresceina.

Rosa Bengala

Por lo tanto, al irradiar con luz (hv) una mezcla conteniendo al aminoacido puro (Tyr,
Trp, o His) y rosa bengala, se gener6 el hidroperoxido correspondiente a partir de la
generacion de 102, seglin el mecanismo de reaccién mostrado en la Figura 39 para Tyr.
Analogamente se generaron los hidroperéxidos de otros aminoacidos como Trp e His,
Figura 40.

0 0 0 0
OOH OH
on 10, OH OH OH
NH, > NH, > NH, > NH
HO HO 0 o)
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TyrOOH

l 0

OH
OH

NH
o}

Figura 39. Mecanismo de formacion del hidroperdxido de tirosina (TyrOOH), a partir de tirosina
(Tyr) y oxigeno singulete (*O2). Modificado de (184).

4 Un agente fotosensibilizador o fotosensibilizante es una molécula que produce un cambio
guimico en otra molécula en un proceso fotoquimico.
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Figura 40. Estructura quimica de hidroperéxidos de aminoacidos. TyrOOH, hidroperéxido de
tirosina; TrpOOH, hidroperoéxido de triptéfano; HisOOH, hidroperéxido de histidina. Modificado
de (179).

2. Oxidacion de FI-B por AA-OOH y evaluacion de la estabilidad

En primer lugar, evaluamos si FI-B era capaz de reaccionar con los hidroperdxidos
aminoacidicos al medir el aumento de fluorescencia por oxidacion de FI-B debida a la
reaccion con TyrOOH, TrpOOH, e HisOOH, Figura 41.
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Figura 41. Curso temporal de la emisién de fluorescencia debida a la oxidacién de FI-B (20 uM)
por la formacion de hidroperéxidos de diferentes aminoacidos (Tyr, Trp, His). Ala se utiliza como
control negativo de formacion del hidroperéxido. Previamente, para la generacién de los
hidroperdxidos de amino&cidos se hizo reaccionar al AA correspondiente (0.5 mM) con Rosa
Bengala (RB, 10 uM) y se irradia por 10 min con luz (100 W). Se agrega catalasa (80 ug/mL)
antes de cada medida y se deja reaccionar 5 min para evitar reaccién con trazas de H202 que se
pudieran haber formado. Las determinaciones fueron realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH
7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, registrada en un lector de placas de fluorescencia (Varioskan),
Aex=492 NM y Aem= 515 nm.

Si bien en literatura se reporta que los boronatos no son capaces de reaccionar a pH
fisioldégico con hidroperodxidos lipidicos (L-OOH) debido al alto pKa de éstos (pKa > 12)
(179), estudiamos la reaccién de FI-B con dos hidroperoxidos lipidicos estables

comerciales, hidroperéxido de cumeno (CumOOH) y tert-Butilhidroperdxido (t-ButOOH),
Figura 42.
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Figura 42. Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacion de FI-B (50 uM)
por reaccién con hidroperéxidos lipidicos comerciales. a) Estructuras quimicas de los
hidroperdxidos lipidicos utilizados. b) y ¢) Curso temporal de la emisién de fluorescencia debida
a la oxidacion de FI-B (50 uM) por reacciéon con CumOOH (panel b) y t-ButOOH (panel c) a
diferentes concentraciones 5, 10, 25, 50 yM. ¢) Las determinaciones fueron realizadas en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, registrada en un lector de placas de
fluorescencia (Varioskan), Aex=492 nm y Aem= 515 nm.

Como muestra la Figura 42, efectivamente no hubo reaccion entre boronatos e
hidroperéxidos lipidicos a diferencia de los hidroper6xidos aminoacidicos donde se
observa aumento de fluorescencia por oxidacion de FI-B. Una de las causas posibles de
la falta de reaccién a pH fisiol6gico, puede ser como se menciond, el alto pKa de los
primeros, siendo el pKa = 12.8 para el hidroperdxido de cumeno y pKa = 12.6 para el
tert-Butil hidroperoxido (185).

Luego, evaluamos la estabilidad en el tiempo de las especies oxidadas. Para esto se
generaron los AA-OOH por reacciéon entre 'O, y el aminoacido correspondiente al
irradiar una mezcla conteniendo RB (10 uM) y AA (0.5 mM) por 5 minutos de exposiciéon
a hv (100 W). Posteriormente, se dejan las soluciones en oscuridad a temperatura
ambiente por 0, 30 y 60 minutos, se agrega catalasa antes de cada medida y se mide
oxidacion de FI-B, Figura 43.

Los datos obtenidos estan de acuerdo con estudios previos realizados por el Davies y
colaboradores (184), donde se observa que los hidroperdxidos generados son estables
a T.A. al menos por 60 minutos.
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Figura 43. Estabilidad en el tiempo de los hidroperdxidos aminoacidicos generados medidos
por oxidacion de FI-B (20 uM). Para la generacion de los hidroperoxidos de aminoacidos se hizo
reaccionar al AA (0.5 mM) correspondiente con Rosa Bengala (RB, 10 uyM) y se irradia por 5 min
con luz (100 W). Se dejan las soluciones en oscuridad a temperatura ambiente por 0, 30 y 60
minutos, se agrega catalasa (80 ug/mL) antes de cada medida. Las determinaciones fueron
realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, registrada en un lector de
placas de fluorescencia (Varioskan), Aex=492 nm y Aem= 515 nm. Se muestra el promedio de tres
registros independiente.

3. Cuantificacion de [AA-OOH)] por el método de velocidades iniciales

Posteriormente, ensayamos diferentes tiempos (0, 5 y 10 min) de irradiacion de luz (hv,
100 W) sobre la mezcla de Tyr y RB, dando una formacién de TyrOOH directamente
proporcional al tiempo de exposicién a hv. (Figura 44, Tabla 11).
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En la Tabla 11 se muestran los valores de [TyrOOH] estimadas a partir la extrapolacién
de la curva de calibracién con H,O3, Figura 44 panel b.

Por otro lado, podemos suponer que las velocidades de reaccién entre FI-B y H>O, o FI-
B y TyrOOH, en velocidades iniciales se igualen en determinado momento para
determinada combinacion de concentraciones de [H.O;] y de [TyrOOH], segun la
Ecuacion 23. Trabajando en condiciones de pseudo-primer orden, sabiendo el valor de
[FI-B] utilizado en la medicién, conociendo el valor de ki202 = 0.65 M*s* determinado en
este Trabajo, para una [H202] dada, conocemos el término a la izquierda de la Ecuacion
23. Utilizando el valor de la constante de velocidad reportada para kryoon = 23.4 M1s?
(179) ® y aplicando la Ecuacién 23, se pueden estimar los valores de concentracién de
TyrOOH ([TyrOOH]) formados, Tabla 11.

VH202 = VTyroOH

kHzoz[Fl-B][Hzoz] = kTerOH[Fl-B][TerOH] Ecuacion 23

5 Para la determinacion del valor de la constante de velocidad kryroon €l boronato utilizado fue
CBA (178). Sin embargo ya hemos demostrado que los valores de k de diferentes nuceléfilos
con boronatos estan en el mismo orden de magnitud para la mayoria de los boronatos
reportados.
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Tabla 11. Comparacion de [TyrOOH] calculada por el método de velocidades iniciales, con las
obtenidas mediante curva de calibracién para diferentes tiempos de irradiacion de hv sobre una
mezcla conteniendo Tyr y RB, medido por oxidacion de FI-B.

Tiempo (hv) | v (uM/s)t [TyrOOH] (uM)? v (UM/s)? [TyrOOH] (uM)?
0 min 4.90 x 10° 0.11 4.92 x 10° 0.105
5 min 1.19x 103 2.6 1.19x 103 2.9
10 min 2.23x 103 4.8 2.24 x 1073 4.8

L [TyrOOH] estimada a partir de oxidacion de FI-B en velocidades iniciales, utilizando la contante
de velocidad reportada en (179).
2[TyrOOH] estimada a partir de la extrapolacion de la curva de calibracién con H202, Figura 44

panel b).

Como se puede observar en la Tabla 11, los valores calculados por ambas
aproximaciones son casi idénticos, validando el método de velocidades iniciales para
hidroperéxidos de aminoéacidos aislados.

La determinacién de la concentracién de hidroperoxidos aminoacidicos en una muestra
problema por el método de velocidades iniciales utilizando FI-B como sonda de
deteccidn tiene varias ventajas: es mas rapido y sencillo desde el punto de vista practico
debido a que se puede medir en tiempo real, no es necesario completar la reaccion (sélo
importan los primeros minutos de reaccién), y ademas se evitaria la realizacion de una
curva de calibracién. Sin embargo, tiene la limitante de que las k de velocidad deben ser
conocidas.

3.1 Determinacion de la kesa-oom

Para poder aplicar el método de velocidades iniciales a muestras mas complejas, por
ejemplo, de hidroperéxidos proteicos utilizamos como modelo a la BSA (seroalbimina
bovina, del inglés Bovine serum albumin) una proteina ampliamente utilizada en
laboratorios de bioquimica. La BSA tiene en su estructura proteica 21 residuos de Tyr,
3 residuos de Trp, y 17 residuos de His, como los aminoacidos mas susceptibles de ser
oxidados al hidroperéxido. ©

El hidroperéxido de BSA (BSA-OOH) fue generado mediante la reaccién con O,
producido por la irradiacion de luz (hv) a una mezcla conteniendo la proteina y rosa
bengala.

En primer lugar evaluamos el aumento de fluorescencia por oxidacion de FI-B debida a
la reaccion con BSA-OOH, Figura 45.

Si bien se observa oxidacion de FI-B debida a la formacién de BSA-OOH para dos
tiempos de exposicion a hv, donde el agente reductor NaBH. atenla la sefial
fluorescente por reduccion del hidroperéxido, Figura 45, no fue posible determinar un
valor de la constante de reaccion entre FI-B y BSA-OOH.

6 Secuencia aminoacidica publicada en https://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein/AAA51411.1
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Figura 45. Curso temporal de la emisién de fluorescencia debida a la oxidacién de FI-B (20 uM)
por la formacién de hidroperdxido proteico (BSA-OOH). Previamente, para la generacion del
hidroperoxido de BSA se hizo reaccionar BSA (5 mg/mL) con Rosa Bengala (RB, 10 uM) y se
irradia por 10 y 20 min con luz (100 W). El agente reductor NaBH4 (1 mM) se agrega luego de la
irradiacion con luz y se deja reaccionar por 10 minutos. Las determinaciones fueron realizadas
en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, registrada en un lector de placas de
fluorescencia (Varioskan), Aex=492 nm y Aem= 515 nm.

Los cursos temporales de oxidacion de FI-B por BSA-OOH bajo condiciones de pseudo-
primer orden no se ajustaron a curvas exponenciales (Figura 45) por lo que no fue
posible la determinacién de la constante de velocidad de la reaccién entre FI-B y BSA-
OOH.

4. Deteccion de hidroperdxidos proteicos en una muestra compleja

A continuacién evaluamos la deteccion mediante oxidacion de FI-B por hidroperdxidos
proteicos en muestras de plasma humano fresco, el cual contiene ~ 80 mg/mL de
proteinas plasméaticas (9). En primer lugar, estudiamos la posible formacion de
hidroperéxidos proteicos formados en proteinas plasmaticas por exposicion del plasma
humano al O, atmosférico, Figura 46.

Como muestra la Figura 46, si bien los cursos temporales muestran curvas con ruido,
se puede observar que la emision de fluorescencia debida a la oxidacion por
hidroperédxidos de proteinas plasmaéticas aumenta con la exposicion de éstas al Oy,
mientras que el agente reductor NaBH4 reduce completamente la sefial debido a la
reduccion de los hidroperdxidos, Figura 46 panel a). En el panel b) de la Figura 46 se
muestra que el ruido en las curvas no es debida a la autoxidacién de FI-B ya que es
estable a lo largo del tiempo, ni el plasma en ausencia de sonda genera sefiales que
puedan interferir.
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Figura 46. Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacion de FI-B (20 yM)
por hidroperéxidos de proteinas plasmaticas, en muestras de plasma humano conteniendo 1
mg/mL de proteinas plasmaticas expuestas a 0 y 24 h al oxigeno atmosférico a 4°C. a) El agente
reductor NaBH4 (1 mM) se agrega y se deja reaccionar por 10 minutos antes de la medicion. b)
Una corrida independiente donde se muestra que la sonda FI-B es estable a lo largo del tiempo
a pesar de la exposicion al laser del fluorimetro, y ademas el plasma en ausencia de sonda no
produce sefial fluorescente. Las determinaciones fueron realizadas en buffer fosfato (100 mM,
pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, con agregado de catalasa 80 ug/mL por 5 min para eliminar
cualquier traza de H202 antes de cada corrida, registrada en un espectrofluorimetro (JASCO),
Aex=492 NM y Aem= 515 nm.

Luego, evaluamos si FI-B es capaz de discriminar hidroperéxidos proteicos en muestras
de plasma diluidas de diferente concentracion, Figura 47.
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Figura 47. Curso temporal de la emisién de fluorescencia debida a la oxidacién de FI-B (20 uM)
por hidroperéxidos de proteinas plasmaticas, en muestras de plasma humano conteniendo
0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/mL de proteinas plasmaticas. Las determinaciones fueron realizadas en
buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, con agregado de catalasa 80 pyg/mL por
5 min para eliminar cualquier traza de H:0: antes de cada corrida, registrada en un
espectrofluorimetro (JASCO), Aex=492 nm y Aem= 515 nm.



Capitulo 1. Parte 2.2

En un intento por mejorar las curvas de los cursos temporales se ensayaron las
siguientes estrategias:

i. Se agreg6 dodecilsulfato sédico (SDS) al 5y 10% sin mejoras.

ii. También se intent6 con el agregado de fluoresceina para ocupar sitios de unién con
proteinas plasmaticas, pero tampoco se observaron mejoras significativas.

iii. Otra estrategia fue hacer reaccionar 0.5 mg/mL de proteinas plasméticas con FI-B
(20 uM) y tomar alicuotas cada 1 min, realizar una extraccion organica (donde
ensayamos diferentes disolventes como acetonitrilo, acetona, o DMSO), centrifugacion
a 20.000g por 30 min a 4°C, para separar las proteinas plasméaticas de moléculas del
fluoréforo formado y cualquier otra especie que pudiera estar interfiriendo en la medida,
y medir emision de fluorescencia en fluorimetro de cada muestra, sin éxito.
Probablemente la sonda quedd retenida en pellet debido a que no observamos sefal.
iv. Por Ultimo para descartar la interferencia de algin componente de bajo peso
molecular en la reaccion, por ejemplo, hidroperéxidos de acido Urico que pudieran estar
presentes en las muestras de plasma humano, evaluamos la reaccion de FI-B (20 uM)
con 0.5 mg/mL de proteinas plasmaticas tomando alicuotas cada 1 min. Luego,
realizamos una cromatografia de filtraciébn en gel, a cada alicuota, la cual separa las
moléculas segun su diferente peso molecular, utilizando una columna HiTrap®
Desalting, en un equipo AKTA™ siguiendo absorbancia a 280 nm y emision de
fluorescencia en fluorimetro. Lamentablemente tampoco pudimos separar el fluréforo de
la fraccion proteica para ningun tiempo evaluado.

Por lo tanto, un método cinético de deteccién de hidroperéxidos de proteinas
plasméaticas midiendo emision de fluorescencia tras la oxidacién de FI-B a lo largo del
tiempo en muestras de plasma, no seria de eleccidon debido a que las curvas de los
cursos temporales presentan oscilaciones y ruido.

Es asi que decidimos realizar un método a punto final, es decir medir la emisién de
fluorescencia tras la oxidacion de FI-B por hidroperéxidos proteicos luego de
determinado tiempo de reaccion.

Determinacion del tiempo final de reaccion

Para determinar el tiempo final de la reaccién entre FI-B e hidroperéxidos de proteinas
plasmaticas, se hizo reaccionar a FI-B (20 uM) con concentraciones crecientes de
proteinas plasmaticas, se tomaron alicuotas cada 5 min y se midi6 la emisién de
fluorescencia, Figura 48.

En la Figura 48, se muestra la mejor correlacién entre concentracion de proteinas
plasmaticas y emisién de fluorescencia, siendo 25 minutos el tiempo éptimo de reaccion.
A menores y mayores tiempos se observan correlaciones erraticas.
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Figura 48. Determinacion del punto final de la reaccion entre FI-B (20 uM) e hidroperéxidos de
proteinas plasmaticas. A t = 25 min se observa buena correlacién entre diferentes
concentraciones de proteinas plasmaticas (0.031, 0.062, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2.5,3.5,45y
5.5 mg/mL) y emisién de fluorescencia por oxidacion de FI-B. Las determinaciones fueron
realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, con agregado de catalasa
80 pg/mL por 5 min antes de cada corrida, registrada en un espectrofluorimetro (JASCO),
Aex=492 nm y Aem= 515 nm. Sensibilidad manual a 250 V. Se muestra el promedio de 3 registros
independientes.

5. Comparacion en la deteccion por CBA y por el Ensayo de FOX

Realizamos el ensayo de FOX, un método colorimétrico clasico para la deteccién y
cuantificacion de hidroperdxidos organicos (180, 181) sobre las muestras de plasma
humano. El principio de este ensayo se basa en que el ROOH oxida Fe*? a Fe*® en
medio acido, y posteriormente el reactivo naranja de xilenol (XO, del inglés Xylenol
Orange) actla como quelante de la especie oxidada dando un complejo XO-Fe*?
coloreado que absorbe a 560 nm.

Al realizar el ensayo en diferentes concentraciones de proteinas plasmaticas 0.25, 0.5,
0.75 y 1 mg/mL, no se observé cambio de color en las muestras, donde los valores de
absorbancia obtenidos fueron cercanos a 0. Esto significa que las concentraciones de
hidroperoxidos proteicos en esas diluciones son menores al limite de deteccion del
ensayo de FOX. Mientras que para mayores concentraciones de proteinas plasmaticas
2,5y 10 mg/mL se observo precipitacion de proteinas debido al medio acido del ensayo.
Por lo tanto, no fue posible la aplicacién de este método clésico en la deteccion de
hidroperéxidos de proteinas plasmaticas.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con reportes previos sobre deteccion y
cuantificacion de hidroperéxidos aminoacidicos (en particular TyrOOH), donde
Winterbourn y colaboradores observan que la cantidades detectadas por HPLC son 6
veces menores que las detectadas por FOX (186), mientras que otros autores como
Kalyanaraman y colaboradores, reportan que las cantidades detectadas de TyrOOH por
CBA son de 3 a 5 veces menores que las cantidades que el ensayo de FOX es capaz
de detectar (179).

Por dltimo, utilizamos la sonda CBA para detectar hidroperoxidos de proteinas
plasmaticas y asi compararla con FI-B. CBA es capaz de reaccionar con especies



Capitulo 1. Parte 2.2

nucleofilicas, debido a que tiene un &cido bordnico en su estructura, y fue utilizada por
Kalyanaraman y colaboradores para determinar la constante cinética de la reaccidén con
tres hidroperoxidos de amino&cidos como se describia mas arriba.

Al repetir las condiciones mostradas en la Figura 48 realizadas con FI-B (20 uM), CBA
(20 uM) no fue capaz detectar hidroperéxidos de proteinas plasmaticas presentes en la
muestra, incluso a la mayor concentracion de 5.5 mg/mL proteinas plasméticas. Para
todas las determinaciones la sensibilidad configurada en el fluorimetro fue de 250 V.
Posteriormente, para poder observar sefial fluorescente debida a la oxidacion de CBA
por hidroperéxidos de proteinas plasmatica, se tuvo que forzar las condiciones de
medida del equipo a altos voltajes como 600 V, donde 3.5 mg/mL y 5.5 mg/mL proteinas
plasmaticas arrojaron valores AURF (1563 + 732) y (2756 + 135), respectivamente.

Por lo tanto, a continuacién, estudiamos los limites de deteccién de ambos fluoréforos
fluoresceina (FI) y 7-hidroxicumarina (COH), Figura 49 y Tabla 12.
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Figura 49. Determinacion de los limites de deteccion de los fluoroforos fluoresceina (Fl, trazo
verde) y 7-hidroxicumatina (COH, trazo azul). Se realizan diluciones seriadas de ambos
fluor6foros de manera independiente y se mide la emision de fluorescencia a dos valores de
sensibilidad configuradas en el espectrofluorimetro, sensibilidad manual 400 V (linea continua) y
sensibilidad manual 600 V (linea cortada). Las determinaciones fueron realizadas en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C, registrada en un espectrofluorimetro (JASCO),
Aex=492 nm y Aem= 515 nm para FI; y Aex=332 nm y Aem= 470 nm para COH.

Como muestra la Figura 49 y la Tabla 12, la fluoresceina es una fluoréforo mas sensible
que la 7-hidroxicumarina. Aunque los boronatos derivados de cumarinas como CBA
(&cido cumarin-7-borénico) reaccionan con constantes cinéticas comparables con
oxidantes nucelofilicos, como fue determinado mas temprano en este trabajo, FI-B es
més sensible debido a que la fluoresceina (FI) es un fluoro6foro mas eficiente que la 7-
hidroxicumarina (COH). La fluoresceina tiene un mayor coeficiente de absortividad
molar (gr, 490 nm = 76.9 x 103 Mcm™ (159); €con, 323 m = 11.2 x 10° M~icm™ (160)), y
posee un mayor rendimiento cuantico (®r r = 0.93 (159); ®r con = 0.15 (160)), que la 7-
hidroxicumarina, haciéndola un fluoré6foro mas sensible y eficiente.
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Conclusiones parciales

En esta seccidn se describi6 la evaluacion de la reactividad entre FI-B e hidroperoxidos
aminoacidicos y proteicos generados por la oxidacion de oxigeno singulete (*O>), y la
deteccion de hidroperoxidos de proteinas plasmaticas en plasma humano.

Desarrollamos un método de cuantificacion de hidroperdoxidos aminoacidicos a partir de
la oxidacion de FI-B en velocidades iniciales (Tabla 11). La determinacion de la
concentracion de hidroperéxidos aminoacidicos en una muestra problema por el método
de velocidades iniciales utilizando FI-B como sonda de deteccion tiene varias ventajas:
es mas rapido y sencillo desde el punto de vista practico debido a que se puede medir
en tiempo real, no es necesario completar la reaccién (s6lo importan los primeros
minutos de reaccion), y ademas se evitaria la realizacién de una curva de calibracion.
Sin embargo, tiene la limitante de que las k de velocidad deben ser conocidas.
Lamentablemente no pudimos determinar la k de la reaccion entre FI-B y BSA-OOH
debido a que los cursos temporales no siguen curvas exponenciales.

Por dltimo, se evalud la capacidad de FI-B en la deteccion de hidroperdxidos de
proteinas plasmaticas en muestras de plasma humano, donde un método de
determinacion a punto final es mas adecuado que un método cinético. En este caso el
tiempo de reaccion 6ptimo establecido para la reacciéon entre FI-B e hidroperoxidos de
proteinas plasmaéticas es de t = 25 min.

Posteriormente, comparamos la sensibilidad en deteccién de FI-B con CBA y el Ensayo
de FOX, donde demostramos nuevamente que FI-B es una sonda mucho mas sensible
debido llegando a menores limites de deteccion que CBA o FOX, debido a que la
fluoresceina es un fluoréforo mucho mas sensible y eficiente, Tabla 12.

Materiales y Métodos

Reactivos

Los aminoacidos tirosina (Tyr), triptéfano (Trp) e histidina (His) y la sal disodica de
4,5,6,7-tetracloro-2',4',5', 7'-tetraiodofluoresceina (rosa bengala) se adquirieron de
Sigma-Aldrich. BSA (seroalbumina bovina, del inglés Bovine Serum Albumin) se
adquirié de Sigma-Aldrich. FI-B se sintetiz6 de acuerdo a lo descrito en el Capitulo 1,
Seccion 2.1. Sal tetrasddica de 3,3'-bis [N,N-bis(carboximetil)aminometil] - o-
cresolsulfoftaleina (Xylenol Orange) se adquiri6 de Applichem. El plasma humano se
obtuvo de donantes sanos; la sangre completa se centrifugé a 1000 g durante 10
minutos a 4°C para extraer el plasma (sobrenadante). Las muestras se alicuotan y se
congelan a -80°C para su almacenamiento. Antes de cada experimento se descongelan
y se vuelven a centrifugar a 8000 g durante 3 minutos a 4°C para eliminar el material
insoluble. Se agrega catalasa (80 pg/mL) antes de cada experimento.
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Generacion y deteccién de hidroperdxidos aminoacidicos o proteicos con FI-B

Los hidroperéxidos aminoacidicos o proteicos se generaron mediante irradiacion de luz
hv (100 W) sobre una mezcla del correspondiente aminoacido (Tyr, Trp o His) 0.5 mM
en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4 conteniendo 0.1 mM DTPA, o BSA (0.5 mM)
respectivamente, con rosa bengala (10 pM, disuelta en EtOH), por 5, 10, 15 0 30 min
segun cada experimento.

Cuando se trabajé con muestras de plasma se considerd un contenido de ~80 mg/mL
de proteinas plasmaticas para las diluciones posteriores.

Previo al agregado de la sonda FI-B se agregd a cada muestra catalasa 80 ug/mL por 5
min para eliminar cualquier traza de H»O; que se haya formado en la fotélisis.

Se prepar6 una solucién stock de FI-B (4.5 mM en DMSO) y se agregd esta solucion
directamente a las muestras para obtener la concentracion deseada de FI-B (20 uM).
Los registros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500,
Sensibilidad Manual 250 V, Aexc = 492 nm; Aem = 515 nm. Para otros experimentos la
emision de fluorescencia se registré en un lector de placas (Varioskan), Aexc= 492 nm;
Aem= 515 nm. Se realizaron al menos tres determinaciones para cada condicién
experimental.

Ensayo de FOX

Se evalué el ensayo de FOX (187) para detectar hidroperoxidos en proteinas
plasméticas en muestras de plasma humano fresco (conteniendo ~ 80 mg/mL de
proteinas plasmaticas (9)). Se realizaron diluciones en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4,y
a cada dilucion de proteinas plasmaticas: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 5 y 10 mg/mL se
agregaron 900 uL del reactivo de FOX (100 uM Xylenol Orange, 250 uM Fe*?, 25 mM
H2SO4, y 4 mM BHT en 90% (v/v) metanol), se incubé por 30 min a temperatura
ambiente, y se mide absorbancia a 560 nm. El quelante DTPA no se agrega a las
muestras cuando se usa el reactivo de FOX.
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2.3 Validacion de la sonda comercial MitoPY1
para la deteccion de peroxinitrito

Introduccién y estrategia experimental

La deteccion precisa de peroxinitrito en diferentes compartimentos celulares y la
estimacién de sus tasas de formacion, representan pasos fundamentales para entender
cémo las especies derivadas de 6xido nitrico afectan procesos biolégicos, incluyendo
disfuncion mitocondrial y muerte celular.

En el Capitulo 1, parte 1.2, describimos el disefio, sintesis y caracterizacién de sondas
fluorescentes derivadas del éster bordnico de la cumarina dirigidas a la matriz
mitocondrial MitoCT-i y MitoCT-ii para la deteccion de peroxinitrito desarrolladas en la
presente tesis.

En esta seccion se detalla el trabajo realizado para la caracterizacién de una sonda
comercial llamada MitoPY1 (del inglés, Mitochondria Peroxy Yellow 1), la cual fue
inicialmente reportada para la deteccién de H.O. en mitocondrias (188), Esquema 28.
Estructuralmente MitoPY1 es un éster bordnico soportado sobre el esqueleto de
fluoresceina como el fluor6foro, la cual ademas soporta una piperazina como conector
a 4 C de distancia del cation lipofilico trifenilfosfonio para dirigirla a la matriz mitocondrial.
Debido a que posee un ester borénico en su estructura, y como ha sido ampliamente
estudiado que la reaccion con nucledfilos como peroxinitrito es cinéticamente mas
favorable que con H,O, (27, 111) evaluamos la posibilidad de su utilizacion para la
detecciébn de peroxinitrito mitocondrial. Ademas, estudiamos sus propiedades
espectroscopicas debido a que el fluoréforo fluoresceina (FI) es un fluoréforo mas
sensible y eficiente que la 7-hidroxicumarina (COH) como ya ha sido demostrado en
este trabajo, debido a un mayor coeficiente de absortividad molar y mayor rendimiento
cuantico.

MitoPY1

Esquema 28. Estructura quimica de la sonda MitoPY1 disponible comercialmente (nimero CAS
1041634-69-8) (188).
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Resultados y Discusion

Caracterizacion de MitoPY1
1. Oxidacion de MitoPY1 por peroxinitrito

Inicialmente evaluamos las propiedades espectroscopicas de MitoPY1 y su posibilidad
de reaccionar frente a peroxinitrito. Para ello determinamos la emisién de fluorescencia
tras la oxidacion de MitoPY1 (10 uM) por adiciones sucesivas de peroxinitrito (0 — 5 pM).
Se observ6 un comportamiento lineal de la emision de fluorescencia tras la oxidacion de
MitoPY1 por peroxinitrito (Figura 50).
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Figura 50. Respuesta fluorescente tras la oxidacion de MitoPY1 por peroxinitrito. (a) Espectro
de emision de fluorescencia obtenido al hacer reaccionar MitoPY1 (10 uM) con concentraciones
crecientes de peroxinitrito (05 pM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 25°C.
Excitacidon a A=503 nm y emision recogida desde 515 a 630 nm, con un maximo a 528 nm. (b)
Los valores del méximo de fluorescencia (URF a 528 nm) de la parte (a) se ajustaron a una linea
dando una ecuacion de larecta: y = (94.7 + 4.9)x + (49.4 £ 13.1), R2 = 0.992.

Si bien peroxinitrito reaccioné con MitoPY1 como es de esperar para derivados de
ésteres borénicos, al avanzar en la caracterizacion de la sonda comenzamos a observar
fendmenos de aumento de emisiéon de fluorescencia en ausencia de oxidante, Figura
51. MitoPY1 expuesto al aire aumenta la fluorescencia con el tiempo, con un mayor
aumento a 37°C, incluso en ausencia de oxidantes agregados, Figura 51, panel b.
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Figura 51. Respuesta de fluorescencia de MitoPY1 en ausencia de oxidantes a lo largo del
tiempo (salvo indicado en la Figura). Espectros de fluorescencia de MitoPY1 (10 uM) en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.8, 0.1 mM DTPA) a 25°C (a) o 37°C (b) a diferentes tiempos, una corrida
cada 1.5 min. Excitacién a A=503 nm y emisién recogida desde 515 a 640 nm, registrado en un
espectrofluorimetro JASCO.

2. Analisis cinético de la oxidacién de MitoPY1 por peroxinitrito

La sonda MitoPY1 inicialmente reportada para la deteccion de H.O,, tiene una constante
de velocidad de segundo orden muy pequefia para la reaccién con este oxidante (Kuzo2
~ 0.2 M1s1(188)).

A pesar de que ya es bien establecido que las sondas derivadas de boronatos
reaccionan muy rapidamente con peroxinitrito (111, 189-191), estudiamos la cinética de
la reaccion de MitoPY1 con este oxidante por dos técnicas, donde el andlisis cinético
directo (Figura 52) y la cinética por competencia (Figura 54) muestran que MitoPY1
reacciona rapidamente (k ~ 106 M*s!) con el anién peroxinitrito (ONOO™), (Tabla 12).

2.1 Método directo por técnica de flujo detenido
Mediante el andlisis directo de cinética rapida por la técnica de flujo detenido (Figura 52)

determinamos un valor constante de velocidad de segundo orden de 0.7 x 10° Mlsty
0.43 x 105 M*sta 25°C, y pH 7.4 0 7.8, respectivamente. Tabla 12.



Fluorescencia (URF)

Capitulo 1. Parte 2.3

3.6

3.4

3.2

3.0
2.8 <

2.6 2

Q

4

2.4 1

2.2

2.0 1

1.8 r—

v T r T T v
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 5 1Io 1I5 zlo 2l5

[MitoPY1] (uM)

Tiempo (s)

2.65-
2.60 10+
2.55

2.50

-1

kobs &™)

2.45
2.40

2.35

Fluorescencia (URF)

2.30 2

2.25

o

1 2 3 4 é 0 5 10 15 20 25
Tiotipo (&) [MitoPY1] (uM)

Figura 52. Cinética de la reaccién de MitoPY1 con peroxinitrito, determinaciones realizadas a pH
7.40pH 7.8y 25°C.

(a) Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacién de MitoPY1 (10 uM) por
peroxinitrito (0.5 yM), registrada en un espectrofotometro de flujo detenido (stopped-flow). Panel
derecho: efecto de las concentraciones crecientes de MitoPY1 en las constantes de velocidad
observadas (kobs). Las determinaciones fueron realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, 0.1
mM DTPA) a 25°C, con excitacion a Aex=503 nm y se recoge emision total.

(b) Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacién de MitoPY1 (2 uM) por
peroxinitrito (0.2 yM), registrada en un espectrofotometro de flujo detenido (stopped-flow). Panel
derecho: efecto de las concentraciones crecientes de MitoPY1 en las constantes de velocidad
observadas (kobs). Las determinaciones fueron realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH 7.8, 0.1
mM DTPA) a 25°C, con excitacion a Aex=503 nm y se recoge emision total.

También, intentamos determinar la constante de velocidad de la reaccién a 37°C y pH
7.8, condiciones similares a las mitocondriales. Aunque los ajustes no eran tan buenos
como 25°C, se pudo estimar una constante de segundo orden de ~ 0.8 x 10° M1s?
(Tabla 13).
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Una consideracién importante, es que encontramos que la sonda MitoPY1 aumenta la
fluorescencia espontaneamente con el tiempo a 37°C, y esto se exacerba al aumentar
la concentracion de la sonda, como muestra la Figura 53. Por lo tanto, los ajustes

exponenciales se realizaron a tiempos muy cortos (< 2 s) y bajas concentraciones de
MitoPY1.
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Figura 53. (a) Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacién de MitoPY1
(5 uM) por peroxinitrito (0.5 pM), registrada en un espectrofotémetro de flujo detenido (stopped-
flow). (b) Curso temporal de la emision de fluorescencia debida a la oxidacién de MitoPY1 (10
MM) por peroxinitrito (0.5 uM), registrada en un espectrofotometro de flujo detenido (stopped-
flow). Las determinaciones fueron realizadas en buffer fosfato (100 mM, pH 7.8, 0.1 mM DTPA)
a 37°C, con excitacion a Aex=503 nm y se recoge emision total.

2.2 Ensayo de competencia

Alternativamente, se realiz6 un andlisis cinético por competencia simple, como un
método cinético adicional, para la oxidaciéon de MitoPY1 por peroxinitrito en presencia
de acido fenilalanina-4-borénico (FBA)’ y se confirm6 el valor constante de velocidad a

25°C en el orden de 10° Ms, como un método indirecto adicional (Figura 54, Tabla
13).

7 El FBA (Acido fenilalanina-4-borénico) es un derivado de acido borénico no fluorescente como
un blanco alternativo para peroxinitrito, que reacciona con una k = 1.4 x108 M-1s1 (27. Sikora
A, Zielonka J, Lopez M, Joseph J, & Kalyanaraman B (2009) Direct oxidation of boronates by
peroxynitrite: mechanism and implications in fluorescence imaging of peroxynitrite. Free Radical
Biology and Medicine 47(10):1401-1407.
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Figura 54. (a) Estructura quimica de FBA (&cido fenilalanina-4-borénico). (b) Ensayo de
competencia. MitoPY1 (10 uM), peroxinitrito (1 uM), en presencia de concentraciones crecientes
de FBA (0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 pM). Las reacciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM
conteniendo DTPA 0.1 mM, pH 7.4, a 25°C. La emision de fluorescencia de MitoPY10x (Aex = 503
nm, Aem = 538 nm) se registrd en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500.

Tabla 13. Constantes cinéticas para la reaccion entre peroxinitrito y MitoPY1 determinadas a
25°C 0 37°C y pH 7.4 o0 pH 7.8, determinado por métodos directos o0 ensayo de competencia.

k (M1s?)
Metodologia/Condiciones 25°CypH74 25°CypH 7.8 37°CypH 7.8
Directo (0.70 £ 0.04) x 10° (0.43 £0.01) x 10° (0.80 £ 0.10) x 106
Competencia (1.0+0.3) x 108 ND ND

ND, no determinado

3. Evaluacioén de la estabilidad de MitoPY1

Debido a todas las observaciones anteriores sobre aumento de fluorescencia en
ausencia de oxidantes, se decidié estudiar la estabilidad de MitoPY1 frente a la
exposicion al aire (conteniendo 21% de O, (g)) y a la luz, a 37°C temperatura, siendo
esta temperatura donde se observan cambios mas significativos, Figura 55.

Como se muestra en la Figura 55 MitoPY1 sufre de autoxidacion, catalizada en
presencia de la luz.
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Figura 55. Respuesta de fluorescencia de MitoPY1 en presencia 0 ausencia de luz y presencia
0 ausencia de aire. Espectros de fluorescencia de MitoPY1 (5 uM) en buffer fosfato (100 mM, pH
7.8, DTPA 0.1 mM) a 37°C. La ausencia de Oz (g) se generd barboteando Ar (g) en la cubeta del
fluorimetro (1 mL) durante 15 minutos. Trazo negro: tiempo O min; trazo rojo: 60 min de
exposicion a las condiciones experimentales en cada caso. La emisién de fluorescencia de
MitoPY1ox (Aex = 503 nm, Aem = 538 nm) se registrd en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500.

Sensibilidad manual a 300 V.

Al comparar con la sonda FI-B expuesta a las condiciones donde MitoPY1 present6
mayor autoxidacion (presencia de luz y O,) Figura 56, FI-B no mostr6 aumentos
espontaneos de emision de fluorescencia en las mismas condiciones, siendo una sonda
mas estable, sin presentar procesos de autoxidacion.
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Figura 56. Respuesta de fluorescencia de FI-B en presencia o ausencia de luz y presencia de
aire. Espectros de fluorescencia de FI-B (5 uM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.8, DTPA 0.1
mM) a 37°C. Trazo negro: tiempo O min; trazo rojo: 60 min de exposicién a las condiciones
experimentales en cada caso. La emision de fluorescencia de Fl (Aex = 492 nm, Aem = 515 nm) se
registré en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500. Sensibilidad manual a 300 V.

Conclusiones parciales

La sonda MitoPY 1 previamente reportada y comercialmente disponible para la deteccion
de H,O, mitocondrial, reacciona con peroxinitrito a una alta velocidad debido a su alta
constante de velocidad de segundo orden (~10° M1s?). Sin embargo, present6 algunos
inconvenientes debido a la inestabilidad y autoxidacion.

Por lo tanto, a la hora de utilizar MitoPY1 en los diferentes modelos experimentales, es
necesario controles apropiados y una cuidadosa interpretacion de los resultados.

Como de describié anteriormente en el capitulo 1, seccién 1.2, al variar el scaffold de la
molécula de una fluoresceina a una cumarina modificada como MitoCT-i y MitoCT-ii,
se evitan los problemas de inestabilidad y autoxidacion.
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Materiales y Métodos

Reactivos

MitoPY1 se adquiri6 de Sigma-Aldrich (SML0734), y se prepar6 una solucion stock 2
mM en DMSO. Para cada experimento, se realiza una nueva dilucién en solucién acuosa
cada vez antes de su uso.

Andlisis cinético de la reaccion de MitoPY1 con peroxinitrito

Las determinaciones de las constantes cinéticas de la reaccion de MitoPY1 (0, 5, 10,
15, 20, 25 yM) con peroxinitrito (0.5 uM) se llevaron a cabo bajo condiciones de pseudo-
primer orden (exceso de 10 veces MitoPY1 sobre peroxinitrito). Se realizo la técnica
cinética de flujo detenido utilizando un espectrofotbmetro de flujo detenido Applied
Photophysics 20MX equipado con fotomultiplicadores para mediciones de fluorescencia
(Aexc =503 nm; emision total). Todas las determinaciones se realizaron en buffer fosfato
100 mM, pH 7.4 o pH 7.8 conteniendo 0.1 mM de DTPA a 25°C o 37°C.

Los cursos temporales de aumento de fluorescencia debido a oxidacién de MitoPY1,
para cada concentracion de sonda se ajustaron a curvas exponenciales simples,
obteniendo una constante cinética observada Kkops. Las Kops Obtenidas de esta manera,
se graficaron en funcién de la concentracion de sonda ajustdndose a una recta cuya
pendiente es la k cinética de la reaccion.

Ensayo de Competencia

Ademas, se realizé un ensayo de competencia para confirmar el valor de la constante
de velocidad de la reaccién de MitoPY1 con peroxinitrito, como un método cinético
adicional (192, 193). En este ensayo de competencia se evalu6 la oxidacion de MitoPY1
por peroxinitrito en presencia de concentraciones crecientes de FBA (acido fenilalanina-
4-bordnico), como un blanco alternativo para peroxinitrito de constante de velocidad de
segundo orden conocida (27), segun las siguientes ecuaciones:

FBA + ONOO~ —> FOH Kega Ecuacion 24
MitoPY1 + ONOO~ —> MitoPY10ox Kwmitopy1 Ecuacioén 25

Las reacciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM conteniendo DTPA 0.1 mM, pH
7.4, a 25°C. Las concentraciones de los reactivos fueron peroxinitrito (1 uM), MitoPY1
(10 uM) y FBA (0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 uM). La emisién de fluorescencia de MitoPY10ox (Aex
= 503 nm, Aem = 538 nm) se registré en un espectrofluorimetro Jasco FP-8500.

Debido a que no son condiciones de pseudo-primer orden, la constante de velocidad de
oxidacion de MitoPY1 por peroxinitrito en el ensayo de competencia se calculé usando
la Ecuacion 26 (192, 193).



Capitulo 1. Parte 2.3

[FBA],
kesa  C[FBA], - [FOH],’
Kuitopy1 In( [MitoPY1], )
[MitoPY1], — [MitoPY10x],

Ecuacion 26

Donde krea es la constante de velocidad de la reaccion de FBA con peroxinitrito
(krea=1.4 x 10°% M1s1): kmiopva €S la constante de velocidad de la reaccion de MitoPY1
con peroxinitrito; [FBA]o ¥ [FOH]- son concentracidn inicial de FBA y concentracién final
de FBA oxidado, en cada condicion experimental. [MitoPY1], y [MitoPY1lox]. son
concentracion inicial de MitoPY1 y concentracion final de MitoPY1 oxidado en cada
condicion experimental.

Debido a que Unicamente [MitoPY1lox]. puede ser determinado por técnicas
fluorescentes, ya que FOH no es un producto fluorescente, la siguiente relacién
estequiométrica se utilizé para cuantificar a [FOH]:

[ONOO™] = [FOH] + [MitoPY1o0x] Ecuacion 27

El valor de la constante de velocidad desconocida (Kmiwpy1) S€ calculd como el promedio
para cada conjunto de concentraciones iniciales y finales (192, 193).
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2. Origen de los atomos de oxigeno en los
productos de oxidacion de sondas boronadas

Introduccién y estrategia experimental

Los arilboronatos son cinéticamente selectivos para peroxinitrito sobre otros oxidantes
nucleofilicos, debido a que reaccionan casi un millon de veces mas rapido con este
oxidante que con H.O, a pH fisiolégico, y ~2500 o0 ~5500 veces mas rapido con
peroxinitrito que con HOCI o peroximonocarbonato respectivamente (konoo™ ~ 106 Mts:
1 Knoci ~ 400-600 M1s?, kncoa™ ~ 100 M2s?; ko2 ~ 1 M1s) como ha sido demostrado
por nosotros y otros grupos (27, 109, 111). El mecanismo de reaccién de boronatos
(tanto acidos como ésteres borénicos) mas aceptado implica, un primer paso de adicion
nucleofilica del oxidante desprotonado ROO~ al &tomo de boro electrofilico, generando
un aducto aniénico cuaternario que sufre una posterior escision heterolitica en el enlace
peroxilo O-O dando fenoxiboronato, e hidrdélisis dando el fenol correspondiente con ~85-
99% de rendimiento. Se ha descrito una ruta radicalar secundaria exclusiva de la
reaccién con ONOO—, donde el enlace peroxilo se escinde homoliticamente dando RO-
y *NO,, que se recombinan dando el producto nitrado como producto secundario (173),
Esquema 58. Si bien el mecanismo de reaccion ha sido estudiado analizando los
productos oxidados mediante HPLC (27), identificacion de intermedios radicalares
mediante EPR vy calculos tedricos DFT (173, 194), el origen del atomo de oxigeno que
se incorpora a la molécula no es conocido, pudiendo provenir del propio agente oxidante
(ROOH) o del medio de reaccion (H20). Es fundamental comprender los mecanismos
de formacion de los productos de oxidacion para un mejor entendimiento y utilizacion de
sondas electrofilicas derivadas de boronatos. Esto permite un riguroso analisis del
sistema de estudio tanto in vitro como in vivo, utilizando sondas como moléculas
reporteras de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno.

En este contexto, nos planteamos como objetivo completar la elucidacién del
mecanismo de oxidacion de &cidos y/o ésteres bordnicos con cuatro oxidantes de
relevancia bioldgica, peroxido de hidrégeno (H20-), peroxinitrito (ONOOH/ONOO),
peroximonocarbonato (HCO,™) y acido hipocloroso (HOCI). Se analiz6 el origen de los
atomos de oxigeno en los productos de oxidacién del acido borénico oMitoPhB(OH)..

Metodologia propuesta

El marcado isotépico es una técnica poderosa en el estudio del mecanismo de las
reacciones quimicas y enzimaticas. Mediantes técnicas analiticas como cromatografia
liquida acoplado a espectrémetro de masas (LC-MS) es posible detectar la apariciéon de
productos de reaccién marcados isotépicamente con 20. La estrategia experimental
para rastrear el &omo de oxigeno que se incorpora, consiste en la generacion de
oxidantes marcados con oxigeno-18 (80, isétopo estable del *0O) y posterior analisis
de su incorporacion a las sondas, mediante UHPLC-MS/MS.

Haciendo reaccionar boronatos con oxidantes marcados con *¥0, como peréxido de
hidrbgeno marcado (H.*%0;), peroxinitrito marcado con 20 (**ON'0*0"),
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peroximonocarbonato marcado (HC**0,'®0,™) y &cido hipocloroso marcado (H*¥OCI) es
posible analizar el origen del &tomo de oxigeno.

Hasta el momento, el Unico oxidante marcado con 0O que esta disponible
comercialmente es H,'®0,, por lo que se planteé el desafio de generar los otros tres
oxidantes marcados ya que no estan disponible comercialmente.

En este trabajo utilizamos la sonda oMitoPhB(OH). (4cido fenilborénico acoplado a
trifenilfosfinio), la cual ya ha sido previamente caracterizada para la reaccion con H2O»,
HOCI y peroxinitrito, Esquema 28 (195, 196).

0="10 HO_ OH
0=10 e SOR

o
+
PPh, —

ROO o
HO OH
HO\B _OH / < *B”
|
+ 0 OH
PPh + +
3 PPh, H,0 PPh;
HO\ /OH o ,/O i
ouoo‘\\ — B\(‘,R."N/{ B(OH);
oMitoPhB(OH), 4+ ong  Rutaprincipal oMitoPhOH
PPh,
. \)\ _o\N,,o O
ONO + "
Ruta radicalar + P
ta radic PPh,
minoritaria
+
oMitoPhNOO cyclo-oMitoPh

Esquema 28. Estrategia experimental disefiada. Se analizara el producto mayoritario
oMitoPhOH (~85 %), y los productos minoritarios nitrado oMitoPhNO:2 (~0.5 %) y ciclo-oMitoPh
(~ 10 %) al hacer reaccionar la sonda oMitoPhB(OH)2 con oxidantes marcados en agua, u
oxidantes no marcados en agua marcada (H2'80). En rojo se representan los atomos de 180.

También se plantea llevar a cabo las reacciones utilizando H,¥O como disolvente del
medio de reaccion, en este caso utilizando oxidantes sin marcar. Al usar agua marcada
como medio de la reaccion se podria dar un primer paso de intercambio isotépico entre
los oxigenos del agrupamiento acido borénico de la sonda con los O del H,'%0, y
posterior oxidacion con el oxidante sin marcar. Sin embargo, el posible intercambio
isotopico no afectaria el andlisis. En funcion del producto obtenido, se determinaré el
origen del atomo de O, Esquema 29. En el caso de que el oxigeno proviniera del agua
del medio de reaccion se esperaria el fenol marcado.

0 =160
0 =180
HO_ OH HO_ OH
\B/ \B/ OH
H,0 ROO™
"_—'_‘ i»

H,0

Esquema 29. Oxidacion en agua marcada. En rojo se representan los atomos de 180.
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Generacion de oxidantes marcados isotopicamente

El oxidante HCO.,— es producto de la reaccion en equilibrio entre el peroxido de
hidrégeno y el bicarbonato, Ecuacién 28. Por lo tanto, el HC®0,®0%~ se generdé a partir
de H:®0; en presencia de altas concentraciones de NaHCOs.

K =0.33 M7 (25°C)

HCO; + Hy'%0, === HCO0,'"%0, +H,0 gcyacion 28

El H®OCI fue generado in situ a partir de oxidacién de aniones cloruro por H;*O,
catalizada por la enzima mieloperoxidasa (MPO) (Ecuacién 29). Para confirmar la
formacion de H®OCI en el sistema, realizamos incubaciones similares en presencia de
la sonda HE, y se monitore6 la formacion del producto clorado 2-CI-E* (197).

Hy'°0, + CI™ MEO > H'50Cl Ecuacion 29

Por (ltimo, el peroxinitrito marcado fue generado in situ a partir de flujos de *NO y 0, —
. El *NO producido a partir de la descomposicion de NONOatos como dadores de *NO.
Mientras que el flujo de 80, se produjo mediante un método clasico de produccion de
este radical, como la oxidacion de hipoxantina catalizada por la enzima xantin-oxidasa
(20), pero esta vez en una atmdsfera saturada con 80, (g). La co-generacion de *N°O
y 0.~ conduce a la formacién de *ON*0*0O— (Esquema 30).

HX —Z2Q X

11302 180:?

>—> ON'80'80™

NONQOato ——= *NO

Esquema 30

El trabajo descrito en este capitulo fue realizado en el Free Radical Research Center del
Medical College of Wisconsin, Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos, durante una
pasantia de investigacion bajo la supervision del Dr. Jacek Zielonka.
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Resultados y Discusion

1. Oxidacion de boronatos por peréxido de hidrégeno marcado (H2'®05): incorporacion
de *®0 en el producto fendlico.

Para monitorear los productos de oxidacion de boronatos, elegimos trabajar con la
sonda oMitoPhB(OH);, ya que su reactividad hacia H-O y peroxinitrito ha sido estudiada
en detalle, sus productos caracterizados y la técnica de medida puesta a punto en el
Centro de Investigacion donde se realiz6 el trabajo (198-200).
La oxidacién de oMitoPhB(OH). por H.O: lleva a la formacién del correspondiente
producto fendlico oMitoPhOH (Esquema 31).

HO OH

~s” OH

+
PPh; .0, PPh,

oMitoPhB(OH), oMitoPhOH

Esquema 31. Oxidacién de la sonda oMitoPhB(OH)2 por H20:.

Debido a que el producto fendlico no es fluorescente se realizé el analisis utilizando la
técnica de cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) para su seguimiento y analisis. ElI H.O, (estrictamente la especie que
reacciona es el peroxido de hidrégeno desprotonado, HOO™) reacciona con la sonda
dando un derivado fenoxiboronato como producto intermedio, que tras hidrélisis se
obtiene el producto fendlico y acido bérico como Unicos productos.

Para determinar si el atomo de oxigeno fendlico proviene del H.O; o del agua del medio
de la reaccion, realizamos la oxidaciéon de oMitoPhB(OH). por H,®*0O, en H,®0 y por
H,'80; en H,*0O (Figura 57).

En presencia de H*0, se observa el pico correspondiente al producto oMitoPh!®OH
con m/z = 369, mientras que en presencia de H,'®0; el producto presenta un valor de
m/z = 371 (Figura 57, panel b), atribuido a oMitoPh'®OH. Los andlisis mediante LC-
MS/MS indicaron que no hay formacién de oMitoPh!OH durante la oxidacién de la
sonda por H2*%0, en H,'®0, mientras que este Ultimo era el producto predominante en
presencia de H®0, (Figura 57, panel c). Por lo tanto, concluimos que durante la
oxidacion de los boronatos por H.O2, el &tomo de oxigeno en el producto fendlico deriva
exclusivamente del H,O, y no del agua del medio de la reaccion.
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leGo) R\ H?ﬂsoz
: H,"0, k

H21802
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Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 57. Incorporacion de un atomo de oxigeno en el producto fenélico durante la oxidacion
de oMitoPhB(OH)2 por H20:2. (a) Estructuras quimicas de los productos; (b) espectro de masas
de los productos registrados online; (c) cromatograma LC-MS/MS del producto fendlico
oMitoPhOH conteniendo 0 (panel izquierdo) u 80 (panel derecho). Los analisis de LC-MS/MS
fueron realizados luego de hacer reaccionar a oMitoPhB(OH)2 (20 uM) por 20 min en ausencia
del oxidante (control), con H2'%02 (10 mM) en H2'80 (97%), o con H2'802 (10 mM) en H21€0.

2. Oxidacién de boronatos por peroximonocarbonato marcado (HC®0,20,™)

En presencia de CO, el H,0; esta en equilibrio (K = 0.33 M a 25°C) con un oxidante
mas potente, el peroximonocarbonato (HOOCO;™) (201). Como se describié en el
capitulo 1, parte 2, recientemente, se demostré que la velocidad de oxidacién de sondas
derivadas de boronatos (CBA, CBE y FI-B) por H,O, aumenta con la adicion de
bicarbonato (202). Por lo tanto, evaluamos si el HCO4,— derivado de H»O, es capaz de
incorporar el &tomo de oxigeno en la sonda oMitoPhB(OH)..

Primero, determinamos las condiciones experimentales que nos permitieran detectar
una mayor formacién de producto fenélico durante la reaccion de la sonda con H,O- (50
pMM) tras la adicidn de concentraciones crecientes de NaHCOs (0, 25, 50 mM).
Efectivamente, la velocidad de formacion de producto aument6 con una mayor
concentracion de NaHCOs, lo que se observo por monitoreo mediante LC-MS de la
acumulacién de oMitoPhOH durante el tiempo de incubacion, Figura 58.

Este efecto se observé para ambos isétopos, H»'°0; y H,'®0,, cuando se monitorean los
productos fendlicos conteniendo °O o !0, respectivamente (Figura 58). La
incorporacién de un atomo de 8O en el producto fendlico implica el ataque del
agrupamiento peroxilo (O-O) del peroximonocarbonato en la reaccién sobre el atomo
de boro, incorporacion de un &tomo de oxigeno y eliminacién del anion carbonato
(CO32_).
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b oMitoPh'®OH oMitoPh'®0H
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Figura 58. El NaHCOs aumenta la oxidaciéon de oMitoPB(OH). por H202. (a) Formacién de
oMitoPhOH en ausencia o presencia de NaHCOg; (b) incorporacion de un 4tomo de oxigeno
proveniente de HCO4— en el producto fendlico. Cromatograma LC-MS/MS del producto fendlico
oMitoPhOH conteniendo 0 (panel izquierdo) u 80 (panel derecho). Los analisis de LC-MS/MS
fueron realizados luego de hacer reaccionar a oMitoPhB(OH)2 (1 uM) por 1 h en ausencia del
oxidante (control), con H21802 (50 uM, izquierda), o con H21802 (50 uM, derecha), con 0, 25 o 50
mM NaHCO:s. Todas las determinaciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM conteniendo 0.1
mM DTPA y ajustandose a un pH final de 7.0.

3. Generacion de acido hipocloroso marcado (H*®OCI) y evidencia de su formacién por
cloracion de hidroetidio.

Los boronatos se oxidan entre 400 a 1000 veces mas rapido por HOCI que por H20- a
pH fisioldgico (27, 111). El producto de la reaccion genera el hidroxilo correspondiente,
y en presencia de un exceso de HOCI ademas se obtiene el producto clorado (196).
Para determinar el origen del atomo de oxigeno durante la conversién de
oMitoPhB(OH). en oMitoPhOH, se gener6 H'@OCI, ya que no esta disponible
comercialmente. El H**OCI y H8OCI fueron producidos in situ a partir de oxidacion de
aniones cloruro por H*0, o por Hx*®0O,, respectivamente, catalizada por la enzima
mieloperoxidasa (MPO).

En primer lugar, para evidenciar la formacion de HOCI en nuestro sistema, utilizamos la
sonda hidroetidio (HE). Si bien HE es la sonda mas utilizada para la deteccién del radical
superéxido como se describe mas adelante, en presencia de HOCI se ha identificado el
producto clorado en posicién 2, rindiendo 2-cloroetidio (2-CI-E*) (197), Figura 59.

La reaccién de HE con H*¥OCI producido por el sistema H,*0,/KCI/MPO dando 2-ClI-
E*, coincidié con el pico obtenido al hacer reaccionar HE con HOCI comercial, Figura
62.

Si bien en el producto clorado 2-CI-E* no hay incorporacion de oxigeno, sino de un
atomo de cloro, en el cromatograma LC-MS se observaron picos a m/z = 348 (75%) y
m/z = 350 (25%), correspondientes a la distribuciéon natural de isé6topos de cloro (**Cl
75% y *'Cl 25% de abundancia respectivamente), Figura 59.
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Figura 59. (a) Esquema de conversion of HE en 2-Cl-  HE + HOCI (standard) k
E* por HOCI. (b) Confirmacién de la produccién de :
H!8OCI utilizando HE, dando 2-CI-E*. Los andlisis se
realizaron tras la incubacién por 15 min de HE (50 uM) :
en ausencia (control), o presencia de H2'¥02 (0.1 mM)  H,'®0,\MPO i

Control

H21802

en presencia o ausencia de MPO (20 nM) y KCI (0.1 H,"°0,\MPOIKCI IL

M). Cromatograma LC-MS/MS del producto 2-CI-E*, T R
donde se observan picos a m/z = 348 (75%) y m/z = 2 3 4 5
350 (25%), correspondientes a la distribucion natural Tiempo de retencion (min)

de is6topos de cloro (3°Cl 75% y 3Cl 25% de
abundancia). Todas las determinaciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4,
conteniendo 0.1 mM DTPA.

3.1. Oxidacion de boronatos por H*®OCI: incorporacion de 20 en el producto fenolico

Una vez optimizada la generacion de HOCI mediante la oxidacion de aniones cloruro
(KCI) por H.O, catalizada por MPO, evidenciado por la formacion de 2-CI-E*,
continuamos con el analisis del origen del atomo de oxigeno en la sonda
oMitoPhB(OH)..

Como se observa en el cromatograma de la Figura 60, al incubar oMitoPhB(OH). con el
sistema H>02/KCI/MPO hubo un aumento significativo del pico correspondiente al
producto fendlico. La ausencia de KCI o MPO resulté en un menor rendimiento del
producto. Ademas, la adicién de pequefios cantidades de dimetilsulféxido (DMSO), un
conocido scavenger o atrapador de HOCI (por oxidacion del grupo sulféxido del DMSO
a la sulfona correspondiente (163)) condujo a una atenuacién significativa de la
formacion del producto fendlico, Figura 60. Todo lo anterior confirma que HOCI es la
especie principal responsable de la oxidacién bajo las condiciones ensayadas (Figura
60).

Al reemplazar H>'*0, por H.*O; en la mezcla de incubacion, dié6 como resultado la
obtenciéon de oMitoPh!®OH (Figura 60). En el caso de ambos isotopos, la sefial fue
méxima en la mezcla que contiene H,O,, MPO y KCI y disminuye con la adicion de
DMSO. Por lo tanto, concluimos que el atomo de oxigeno en el producto de la oxidacién
de oMitoPhB(OH), por HOCI proviene del oxidante.
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Figura 60. Incorporacion de un atomo de oxigeno en el producto fendélico durante la oxidacion
de oMitoPhB(OH)2 por HOCI. Cromatograma LC-MS/MS del producto fendlico oMitoPhOH
conteniendo %0 (panel izquierdo) u 180 (panel derecho). Los andlisis de LC-MS/MS fueron
realizados luego de hacer reaccionar a oMitoPhB(OH)2 (50 puM) por 15 min en ausencia del
oxidante (control), con H2102 (0.1 mM), o con H2802 (0.1 mM) en presencia o ausencia de MPO
(20 nM) y KCI (0.1 M). Todas las determinaciones se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH
7.4, conteniendo 0.1 mM DTPA.

4. Generacion de radical superoxido marcado (**02"~) y evidencia de su formacion por
oxidacion de hidroetidio.

Actualmente, el hidroetidio (HE) es la sonda mas utilizada para la deteccién de O, en
sistemas bioldgicos, con aplicacion desde cultivos celulares hasta su uso en animales
(203, 204). En presencia de O2—, HE se oxida a 2-OH-E*, un producto caracteristico de
la reaccion con este radical (Esquema 32) (203, 205-208).

Esquema 32. Conversion of HE en 2-OH-E* por Oz

Se ha propuesto un mecanismo en dos pasos para la conversion de HE a 2-OH-E*, que
implica la oxidacion de HE al radical catiénico HE™, seguido de la reaccién de HE™ con
O, para dar 2-OH-E* (203, 209). Datos obtenidos por radidlisis de pulso muestran la
formacion y la répida descomposicion de HE™ en presencia de O, (210) generado por
el pulso, y un aumento en el rendimiento de 2-OH-E* por adicion de peroxidasa en la
presencia de un flujo constante de O, (209), respaldando el mecanismo propuesto.
En este trabajo proporcionamos una prueba directa de la incorporacion del &tomo de
oxigeno de O, durante la oxidacion de HE a 2-OH-E*.
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La oxidacién inespecifica de HE genera otro producto fluorescente, etidio (E*) y
productos diméricos (E*-E*) no fluorescente, que pueden interferir en la medida si se
realizara el seguimiento Unicamente por espectroscopia de fluorescencia. Por lo tanto,
es importante destacar que los resultados deben verificarse mediante andlisis de HPLC
para poder discriminar entre 2-OH-E* producto de la reaccion con superdxido, de E*
generado por oxidacion inespecifica.

Para evidenciar la formacion del flujo de superéxido, incubamos HE con 60, — o 80, —
producido durante la oxidacion enzimética de hipoxantina (HX) catalizada por la enzima
xantina oxidasa (XO) en una atmoésfera saturada de °0; (g) o de 20, (g). Mediante LC-
MS/MS se monitorié selectivamente 2-1°0OH-E* y 2-¥OH-E*, Figura 61. En el espectro
de masas del producto se observaron valores m/z de 330 y 332 cuando la sonda se
incubd con %0, 0 80, —, respectivamente (Figura 61, panel b). El aumento en la masa
del producto generado en la reaccién con 20, — es consistente con la incorporacién de
180 en la molécula.

Los cromatogramas de LC-MS/MS (Figura 61, panel c) muestran una formacién de 2-
BOH-E* y una formacién insignificante de 2-®0OH-E* en presencia de 00—
(HX/XO/**0,) cuando se realizé la reacciéon en un medio conteniendo 97% de H,'®0.
Mientras que en presencia de 80— (HX/XO/*®0,), se observé un pequeiio pico de 2-
18OH-E* y un pico intenso correspondiente a 2-*0OH-E*.

2-OH-E* 2-8QH-E*
H,N X HaN_
[ v ’ e ‘GO\H |\’/ I X 150\H
‘|/\//\\N/\/ “NH; ,I/VQQ/\/// NH,
! 1
b 330 332
320 ., 340 320 ., 340
c 2-0H-E* 2-180H-E*
(330>300) (332>302)
Control é Control :

HX/X0/'°0, !\ HX/X0/'°0,
HXIX0/'®0, HX/XO/'0, A

2 3 4 2 3 4
Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min)

Figura 61. Incorporacion de un atomo de oxigeno en el producto hidroxilado 2-OH-E* durante la
oxidacién de HE en presencia de Oz2"—. (a) Estructuras quimicas de los productos; (b) espectro
de masas de los productos registrados online; (c) cromatograma LC-MS/MS de 2-OH-E*
conteniendo %0 (panel izquierdo) u 80O (panel derecho). Los andlisis de LC-MS/MS fueron
realizados luego de hacer reaccionar HE (20 pM) por 30 min, en ausencia del oxidante (control)
o presencia de 602 (0.2 uM Oz/min, generado a partir de HX/XO y €02 (g)) en H2'%0 (97%),
u 1802~ (0.2 pM O2-/min, generado a partir de HX/XO y 1802 (g)) en H2160. Todas las muestras
disueltas en buffer fosfato (25 mM, pH = 7.4), conteniendo DTPA (0.1 mM), y catalasa (5 kU/mL)
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Por lo tanto, fuimos capaces de producir un flujo del superéxido marcado con ¥0O y
ademas pudimos demostrar por primera vez de manera directa la incorporacion de este
atomo en el producto de oxidacién de HE, 2-OH-E*. Los datos obtenidos indican que
durante la oxidacion e hidroxilacion de HE, el &tomo de oxigeno en el producto 2-OH-E*
proviene del O,"—, consistente con un mecanismo que involucra la reaccion de HE™ con
02—y formacién de un hidroperoxilo intermedio (Esquema 33).

H E¢+

Esquema 33. Mecanismo de incorporacion del &tomo de oxigeno de Oz2"— en 2-OH-E*
propuesto durante la oxidacién de la sonda de HE.

5. Generacion de peroxinitrito marcado (**ON*0*0™)

El peroxinitrito marcado (**ON0!®0~) deberié ser sintetizado ya que tampoco esta
disponible comercialmente. Una estrategia sintética pudo ser a partir de la reaccion de
H»80, con nitrito de sodio (NaNO2) en medio acido (67). Sin embargo, debido al alto
costo del H,'®0,, decidimos generarlo in situ a partir de flujos de éxido nitrico (*NO) y
superoxido marcado (*¥0,7).

Una vez optimizada la produccion de un flujo de 0.~ como se detall6 anteriormente,
procedimos a sintetizar peroxinitrito marcado para estudiar su reaccién con el boronato
y asi determinar el origen del 4&omo de O. El «NO fue producido a partir de la
descomposicion de dadores de *NO, mientras que el flujo de 8O, — se produjo durante
la oxidacién de hipoxantina catalizada por la enzima xantin-oxidasa en una atmésfera
saturada con 0, (g) como se describié anteriormente. La co-generacién de *NO y
180, — conduce a la formaciéon de *ON*080O—.

En este trabajo se exploraron dos dadores de *NO de la familia de los diolatos de
diazenio o NONOatos. Estos compuestos son estables en estado sélido, pero se
disocian espontdneamente en un proceso de primer orden dependiente del pH, para
liberar 2 moles de *NO por mol de compuesto, con diferentes vidas medias de
descomposicion (t12). Evaluamos un dador de alta velocidad de descomposicion como
Spermina-NONOato (ti» = 230 min a 25°C, pH 7.4) y otro de menor velocidad de
descomposicién como DETA-NONOato (dietilentriamina NONOato o NOC-18) t1,=57 h
a 25°C, pH 7.4). (211). Optamos por continuar el estudio utilizando Spermina-NONOato
como dador de °+NO, ya que con DETA-NONOato de menor velocidad de
descomposicion se observaron mdltiples picos correspondientes a subproductos no
deseados.
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5.1 Incorporacion de *20 en los productos fenolicos y nitrados durante la oxidacion de
boronatos por peroxinitrito marcado (**ON**0*#0~)

De manera andloga al peréxido de hidrégeno, el peroxinitrito reacciona con los
boronatos dando el correspondiente fenol como producto principal. Sin embargo, la
constante de velocidad de la reaccion es significativamente mas alta (~ 10° Ms? para
ONOO~ y ~ 1 Mistpara H,0,), y la reaccién con peroxinitrito generalmente involucra
una via radicalar minoritaria. Esta via minoritaria conduce a productos nitrados
especificos de la reaccién con este oxidante, ya que estos productos no son formados
en la reaccion con H;O; (212).

En el caso de la oxidacion de oMitoPhB(OH), por ONOO™, los productos minoritarios
incluyen ciclo-oMitoPh y oMitoPhNO: (Esquema 34), formados con rendimientos de
10% y 0.5%, respectivamente (200).

HO_ __OH
~B” OH NO,
+ + +
PPh; oNOG PPh; PPh, .
- > + + PPh,

oMitoPhB(OH), oMitoPhOH oMitoPhNO, ciclo-oMitoPh
(~90%) (~0.5%) (~10%)
Producto Productos minoritarios caracteristicos de la
mayoritario reaccion con peroxinitrito

Esquema 34. Estructuras de los productos en la oxidacién de la sonda oMitoPB(OH). por
peroxinitrito.

Aunque el mecanismo de oxidacién de boronatos por peroxinitrito ha sido estudiado
tanto experimentalmente como mediante calculos tedricos (27, 173, 194), no se han
realizado estudios de marcaje isotopico hasta el momento. Es asi que decidimos
completar la elucidacién del mecanismo de reaccién propuesto, haciendo reaccionar
oMitoPhB(OH). con ONOO~ marcado con 0 (**ON*0*0~), producido in situ a partir
de flujos co-generados de *NO y ¥0,"~, y asi determinar el origen del &tomo de oxigeno
en los productos de oxidacién y nitracion.

El flujo de *NO se genero6 a partir de la descomposicion espermina-NONOato, mientras
que el flujo de ®0O,~ se produjo durante la oxidacién de HX catalizada por XO en
presencia de 80, (g).

La incubaciéon de oMitoPhB(OH), con *ON*0*0O~ llevé a la formacion del producto
fendlico principal, con una masa dos unidades mayor (m/z = 371), que cuando se hace
reaccionar con 1*ON0Q*0~ (m/z = 369, Figura 62, Entrada 4). No se observé formacion
de oMitoPh'8OH en presencia de *ON®0*0~. Ademas, al realizar la reaccién usando
H,®0O como medio de reaccién no se observé el pico correspondiente al producto
oMitoPh*®OH (Figura 62, Entrada 6). Estos datos indican que la formacién del producto
fendlico durante la reaccion de boronatos con ONOO™ esta asociada a la incorporacion
del atomo de oxigeno de la parte peroxilo del oxidante (O—O).

Respecto a los productos minoritarios, no hubo cambio de masa en el producto ciclico
ciclo-oMitoPh cuando se utilizé **ON0*0~ o *ON*0*BO~ (Figura 62) ya que no hubo
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incorporacién de ningln atomo de oxigeno. La intensidad del pico fue similar para
160N160160— y para 16ON180180_.

Mientras que el producto nitrado oMitoPhNO,, se asocié con un aumento en la masa de
en dos unidades (m/z = 400) en presencia de ON0O*0~ con respecto al producto
formado por *ON!®0Q0~ (m/z = 398). Esto indica que solo un aomo de oxigeno
proviene del enlace peroxilo del peroxinitrito marcado. El producto oMitoPhN¥O*0
Unicamente se form6é en presencia de °ON 00O~ (Figura 62), mientras que
oMitoPhN*O, fue el producto de la reaccién con *ON*O¥*0O~, incluso cuando la
reaccion se llevo a cabo en H,*®0 como medio de la reaccioén. (Figura 62). Cabe destacar
gue todas las muestras analizadas contenian catalasa (5 kU/mL) de manera de
descartar cualquier contribucion por H2O- a la oxidacién de las sondas.

a
H 16 16, A 18y
HO\?,OH 180” 180" O, Ok’
X" PPhy H\\/\ PPh; PPh;, “pph, PPhs
= N ~PPh,
b
397 369 371 9
I )i I I h I T AP{ T R "“'Jw
390 . 410 360 .~ 380 360 . 380 3% 410 30 710
oMitoPhB(OH), oMitoPh'®OH oMitoPh'®OH oMitoPhN'®0'°0  oMitoPhN'®0'¢0 cyclo-oMitoPh
1\(397>135 (369>107) (371>263) (398>262) (400>262) (351>183)
a_p : : St i :
(2) ﬂ e Mo - :
@ L i £ NI ;
@ | i ;o : k
(5) !"L A . et r\_k A
m)—.!L—. I A T T T i J \.‘A.ﬁ T A~ I T L*l—

3 4 5 4 4 6. 8 A4 5 3 - A" 5 R A T T

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién (min)

Figura 62. Generacion de peroxinitrito e incorporacién de oxigeno en el producto fendlico y
nitrado durante la oxidacion de oMitoPhB(OH)2 por ONOO-. (a) Estructuras quimicas de los
productos; (b) espectro de masas registrados online de los productos; y (c) cromatogramas LC-
MS/MS de la sonda y sus productos. Los andlisis de LC-MS/MS fueron realizados luego de hacer
reaccionar a oMitoPhB(OH)z (20 puM) por 30 min en ausencia (1), o (2) presencia de flujos de

- (0.2 UM Oz-/min, formado durante la oxidacion de HX catalizada por XO en un sistema
saturado con O2), (3) *NO (0.2 uM/min, formado por la descomposicién de spermina-NONOato),
(4, 6) ON160O0O- , (5) ON8O80O-. ONO0- 0 ONO80O- producido por la co-generacion de
flujos de *NO y 10>~ 0 180O>™~. Todas las muestras disueltas en buffer fosfato (25 mM, pH =7.4),
conteniendo DTPA (0.1 mM), y catalasa (5 kU/mL) en H2180 (muestras 1-5) o en H2!80 (6), en
atmosfera saturada con 1602 (g) (1-4, 6) o 1802 (g) (5).

Los datos obtenidos sobre la oxidacion de oMitoPhB(OH), por peroxinitrito marcado,
indican que los atomos de oxigeno introducidos en los productos se originan del
oxidante y no del disolvente del medio de la reaccion. Estos datos son consistentes con
dos vias en el mecanismo de reaccion: ruptura heterolitica y ruptura homolitica del
enlace peroxilo en el aducto de ONOO™ con el boronato (Esquema 35). La via principal,
gue implica una escision heterolitica, conduce a la formacion del producto fendlico, con
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el &tomo de oxigeno incorporado desde el resto peroxilo del oxidante, similar a la
reacciébn con peroxido de hidréogeno. La via minoritaria, que implica la escision
homolitica del enlace peroxilo, conduce a la formacion de *“NO; y un radical fenilo, que
se recombina para formar un producto nitrobenceno (oMitoPhNO;, Esquema 35). La
adicion intramolecular del radical fenilo a uno de los fenilos del resto PPhs* produce el
producto ciclico (ciclo-oMitoPh), sin incorporar ningiin atomo de oxigeno del oxidante.

Conclusiones parciales

En este capitulo, hemos descrito la investigacion del origen del atomo de oxigeno en los
productos de la reaccion del aril-boronato (oMitoPhB(OH),) con cuatro oxidantes
nucleofilicos de relevancia  biolégica como  peroxido de  hidrogeno,
peroximonocarbonato, acido hipocloroso y peroxinitrito. Ademas, trabajamos con la
sonda hidroetidio (HE) para evidenciar la produccion superéxido marcado y de &cido
hipocloroso marcado. Teniamos el desafio de generar tres de estos oxidantes
marcados ya que no estan disponibles comercialmente. Generamos con éxito H3OCI a
partir de la oxidacién de aniones cloruro (KCI) por H,'%0, catalizada por la enzima
mieloperoxidasa (MPO), evidenciado por la formacion del producto 2-CI-E*, Figura 59.
Fuimos capaces de generar radical superéxido marcado (*20,~) a partir de la oxidacién
de hipoxantina catalizada por la enzima xantin-oxidasa en una atmosfera saturada con
180, (g) evidenciado por la formacion de 2-¥OH-E*, Figura 61. También fuimos capaces
de producir peroxinitrito marcado (**ON*®0*0~) a partir de la co-generacion de 0, "y
*NO.

Se estudio a nivel atdbmico el mecanismo de reaccion de las sondas con oxidantes
marcados generados y asi se completa la elucidacion del mecanismo de oxidacion de
aril-boronatos con oxidantes de relevancia bioldgica. Hasta el momento, este es el
primer estudio sobre el mecanismo de la oxidacion de las sondas redox derivadas de
etidio y boronato usando oxidantes marcados isotGpicamente. Existen reportes previos
utilizando agua marcada con 80 para estudiar el mecanismo de oxidacién de HE, donde
muestran que la reaccion de hidroxilacion implica la incorporacién de oxigeno del
oxidante. Sin embargo, este fue un experimento indirecto, con conclusiones basadas
sobre la falta de incorporacion de un atomo de oxigeno del disolvente (213). Mientras
qgue, en el presente trabajo, utilizamos oxidantes marcados isotOpicamente, para
demostrar inequivocamente el origen de los 4&tomos de oxigeno en los productos
formados.

Respecto a la oxidacion de aril-boronatos con oxidantes marcados, los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que durante la oxidacion de boronatos por
oxidantes de relevancia biolégica como H,O,, HCO,~, HOCI, o ONOO™, el &tomo de
oxigeno en el producto fendlico deriva del oxidante utilizado, y no del agua del medio de
la reaccion. La incorporacion de atomos de oxigeno provenientes del oxidante elimina
cualquier tipo de ambiguiedad sobre la identidad de la especie que se va a detectar.

La oxidacion de aril-boronatos implica una adicién nucleofilica del oxidante
desprotonado (HOO—, CIO—, CO4?~, ONOO™) sobre el &tomo de boro electrofilico dando
un intermedio anidénico cuaternario, posterior alargamiento del enlace B—O y ruptura
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heterolitica del enlace peroxilo, con formacion de fenoxiboronato, e hidrdlisis para dar el
fenol como producto principal, Esquema 35. En el caso de peroximonocarbonato y
peroxinitrito, los atomos de oxigeno no son equivalentes, y los datos obtenidos apoyan
el mecanismo que involucra la adicién nucleofilica de anion OOCO,?>~ o ONOO™, al
atomo de boro, a través del resto peroxilo de CO4>~ 0 ONOO—, seguido de la eliminacion
de carbonato (CO327) o nitrito (NO2™) respectivamente (Esquema 35). Ademas, en la
reaccibn con peroxinitrito, la formacién del producto minoritario nitrobenceno,
oMitoPhNO-, se da la incorporaciéon de un solo atomo de 20 en el producto nitrado a
partir de 15ON*0*0~, lo que es consistente con la escision homolitica inicial del enlace
peroxilo en el aducto, formacién de radicales tipo fenilo y *NO-, y recombinacién de
ambos radicales (Esquema 35).

a

0=10
0="%0

OH HO ?H..cf;\,pR HO. __OH

HO\ /OH Ho\é/O’OR \B/_-‘ n i oH
B . : ‘) 0
r\_ 5+ :
ROO
—_— e ﬁ» HO_ + B(OH);
RO
1 2 3 ~ 85%
b
0="150 HO, OH
0= 1HO \B ‘;;O“H
— ~0 .
+
PPh; _
_ OH
HOO ©/\ HO, /OH
PF'h
: PPh, 2 PPh,
H0 / 0
ONOO . ‘N B(OH)s
NO

oMitoPhB(OH), 0 Ruta principal oMitoPhOH
PPha
B(OH);, Ruta radicalar
minoritaria
PPh;, PPh;, O
- _— +PPh2

oMitoPhNOO cyclo-oMitoPh

Q

Esquema 35. a) Ruta mayoritaria no radicalar en la oxidacion de aril-boronatos con oxidantes
derivados de peroxilos. Adicién nucleofilica del oxidante desprotonado (HOO~, ONOO™) sobre
el atomo de boro electrofilico dando el intermedio anidnico cuaternario 1, posterior alargamiento
del enlace B—O y ruptura heterolitica del enlace peroxilo 2, con formacién de fenoxiboronato 3,
e hidrolisis para dar el fenol como producto principal (~85%)(27) (173, 194). b). Se muestra la
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ruta principal y la ruta radicalar minoritaria de la reaccién de oMitoPhB(HO)2 con peroxinitrito.
Para oxidantes como HOCI y HCO4~, el mecanismo de reaccion es andlogo al mostrado para
H203, donde la especie que se adicionaria nucleofilicamente seria CIO~ y CO42~, sobre el &tomo
de boro, elimindndose como grupo saliente CI~ y COs?~ respectivamente.

Conocer el mecanismo de reaccion completo de sondas moleculares como
herramientas reporteras de analitos en sistemas bioldgicos es fundamental. Con todo lo
anterior, junto con un adecuado disefio experimental y modulacion farmacoldgica se
tiene una base sdlida para asegurar que al utilizar aril-boronatos en la deteccién de
oxidantes nucleofilicos en sistemas bioldgicos, lo que se estd midiendo es efectivamente
la especie oxidante de interés y no un artefacto del medio. La incorporacion de atomos
del oxidante en la sonda elimina cualquier ambigledad sobre la identidad del oxidante,
a diferencia de otras sondas como DCFH,, Amplex Red, DHR, donde no hay
incorporacion de atomos del oxidante en el producto formado.

El trabajo descrito en este capitulo fue realizado en el marco de una pasantia de
investigacion en el Free Radical Research Center del Medical College of Wisconsin,
Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos, y dio origen a la publicacién de un articulo
original en una revista arbitrada como primer autor como se detalla en el apartado
Publicaciones.

Materiales y Métodos

Reactivos

La sonda hidroetidio (HE) se adquirié de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Se preparé
una solucién stock de HE (20 mM) en DMSO bajo atmésfera de argén y se almacena a
—80°C. Los patrones de sus productos oxidados fueron sintetizados como se describié
previamente (205, 214). oMitoPhB(OH). y sus productos de oxidacion y nitracién fueron
sintetizados como se describe previamente (198-200). Se prepard una solucion stock
de oMitoPhB(OH), (0.1 M) en DMSO y se almacena a —20°C.

En los experimentos con HOCI, ambas sondas HE y oMitoPhB(OH). se disolvieron en
etanol absoluto para evitar la oxidacion del DMSO por HOCI (162, 163).

H2*0 (97% 0O-18), H.*®0, (90% 0O-18), 0, (g) (97% O-18), hipoxantina (HX), xantin
oxidasa (XO), superoxido dismutasa (SOD), y catalasa fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). MPO se adquirié de Calbiochem.

1. Determinacién del flujo de O~

El radical superoxido se generé a partir de la oxidacién de hipoxantina (HX) catalizada
por la enzima xantina oxidasa (XO) en buffer fosfato 25 mM, pH 7.4 conteniendo DTPA
0.1 mM. El flujo de Oz~ se determiné siguiendo la de reduccién de citocromo ¢ (Fe*?3)
mediante aumento en la absorbancia a 550 nm (¢ = 2.1 x 10* M cm™) durante 2 h. La
adicion de superoxido-dismutasa (SOD) inhibi6 la reduccion del citocromo c. (215)

2. Determinacioén del flujo de *NO
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El 6xido nitrico (*NO) se genero a partir de la descomposicidén en solucién acuosa del
NONOato correspondiente en buffer fosfato (25 mM, pH = 7.4) conteniendo DTPA 0.1
mM. El flujo de *NO se determiné a partir de la velocidad de descomposicion del
NONOato, siguiendo la disminucién en la absorbancia a 252 nm (¢ = 8 x 10° Micm™).
En los calculos se considera la liberacion de dos moles de *NO por cada mol de
NONOato consumido (110, 216).

3. Oxidacion de hidroetidio (HE) por Ox~

La conversion de HE en 2-hidroxietidio (2-OH-E*) se estudi6 por reaccion de HE (20 uM)
con HX (200 uM) y XO (0.1 mU/mL, 0.2 uM/min) en una solucion de buffer fosfato 25
mM, pH = 7.4) que contiene DTPA 0.1 mM y catalasa 5 kU/mL, saturada con O (g).
Para esto las soluciones stock de todos los componentes fueron previamente
desoxigenadas mediante barboteo de Ar (g). Luego en camara hipdxica se mezclaron
los componentes de la reaccion (volumen final: 200 pL). La reaccion se inicia con el
pasaje de Oz (g) (**0O2 0 ¥0,) a través de la solucién durante 10 minutos, seguido de 20
minutos de incubacién a temperatura ambiente.

Para detener la reaccion, se afadi®6 SOD (concentracion final: 0.1 mg/mL) e
inmediatamente se analiza por LC-MS/MS. La adicion de SOD al comienzo de la
incubacién inhibe completamente la formacién de 2-OH-E*.

Al realizarse la oxidacion con 0, se utiliz6 agua marcada como el medio de reaccién
(H2*¥0 97% vol.).

4. Cloracion de HE por HOCI

La reaccion de HE con HOCI para dar 2-cloroetidio (2-CI-E*), se estudi6é al hacer
reaccionar HE (50 uM, disuelta en EtOH), con una mezcla conteniendo H,*#0; (0.1 mM),
KCI (0.1 M) y MPO (20 nM) por 15 minutos a 25°C en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4.

5. Oxidacion de oMitoPhB(OH). por H20-

Se hizo reaccionar oMitoPhB(OH), (20 uM) con H2*®0, comercial (10 mM) en buffer
fosfato 25 mM, pH 7.4 conteniendo 0.1 mM DTPA por 20 minutos. La reaccion con H20-
(10 mM) se llevé a cabo en agua marcada (H2*¥0 97% vol.).

6. Oxidacion de oMitoPhB(OH). por HCO4—

Se hizo reaccionar a oMitoPhB(OH), (1 uM) con H:!0, (50 uM) en presencia de
NaHCOs3 (25 y 50 mM), en buffer fosfato 100 mM conteniendo 0.1 mM DTPA, se ajusta
el pH a 7.0. Para maximizar la participacion de HCO.— en la oxidacion de la sonda, la
concentracion de la sonda se redujo al minimo.

7. Oxidacion de oMitoPhB(OH), por HOCI

Se hizo reaccionar a oMitoPhB(OH); (50 uM, disuelta en EtOH), con una mezcla H,'20,
(0.1 mM), KCI (0.2 M) y MPO (20 nM) por 15 minutos a 25°C en buffer fosfato 100 mM,
pH 7.4. Cuando se indica el DMSO se agreg6 0.2 % v/v para atrapar al HOCI.

8. Oxidacion de oMitoPhB(OH). por peroxinitrito
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Para hacer reaccionar a oMitoPhB(OH), con peroxinitrito generado in situ, se incubd
oMitoPhB(OH); (20 uM) con espermina-NONOato (200 yM, 0.2 uM/min de *NO), HX
(200 uM) y XO (0.1 mU/mL, 0.2 uM/min de O2"~) en buffer fosfato (25 mM, pH = 7.4)
conteniendo DTPA 0.1 mM y 5 kU/mL de catalasa, en un sistema saturado con O- (g).
Para esto las soluciones stock de todos los componentes fueron previamente
desoxigenadas mediante barboteo de Ar (g). Luego en camara hipéxica se mezclaron
los componentes de la reaccion (volumen final: 200 pL). La reaccién se inicia con el
pasaje de O2 (g) (}*0O2 0 80,) a través de la solucién durante 10 minutos, seguido de 20
minutos de incubacion a temperatura ambiente.

La reaccién con peroxinitrito sin marcar se realizdé en H,'80 97% vol. como medio de la
reaccion.

9. Analisis de los productos de oxidacion de HE por LC-MS/MS

La deteccidn de los productos de oxidacion del HE, incluyendo el 2-OH-E* y 2-CI-E* se
realizd mediante UHPLC Shimadzu Nexera2 equipado con detectores de absorcion UV-
Vis y detectores de espectrometria de masas LC-MS8030 (Columbia, MD, USA). La
mezcla de reaccién se inyecta en una columna Raptor Biphenyl (Restek, 100 mm X 2.1
mm, 2.7 ym) equilibrada con fase movil (90% H-»O, 10% CHsCN, conteniendo 0.1% acido
férmico). Los productos fueron eluidos aumentando la fraccion organica de la fase movil
(CHsCN) de 10% a 65% en un periodo de 4.5 min a un flujo de 0.4 mL/min. Deteccion
mediante escaneo continto del espectro del eluido, asi como deteccién de productos
especificos de oxidacion mediante el modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Las
transiciones MRM para 2-CI-E*, 2-1*OH-E* and 2-0H-E* fueron 348>320, 330>300 y
332>302, respectivamente. Las transiciones MRM para otros productos de oxidacion
fueron las reportadas previamente (217-220).

10. Analisis de los productos de oxidacion de oMitoPhB(OH), por LC-MS/MS

Los productos de oxidacion de oMitoPhB(OH), fueron analizados mediante UHPLC
Shimadzu Nexera2 equipado con detectores de absorcién UV-Vis y detectores de
espectrometria de masas LC-MS8030 (Columbia, MD, USA). La mezcla de reaccion se
inyecta en una columna Raptor Biphenyl (Restek, 100 mm X 2.1 mm, 2.7 ym) equilibrada
con fase mévil 80% H-0, 20% CH3;CN, conteniendo 0.1% acido férmico). Los productos
fueron eluidos aumentando la fraccién organica de la fase movil (CH3CN) de 20% a 60%
en un periodo de 5.5 min a un flujo de 0.5 mL/min. Detecci6on mediante escaneo continlio
del espectro del eluido, asi como deteccion de productos especificos de oxidacion
mediante el modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Las transiciones MRM fueron
las siguientes: 397>135 para oMitoPhB(OH),, 369>107 para oMitoPh®OH, 371>263
para oMitoPh'®OH, 398>262 para oMitoPhN*0,, 400>262 para oMitoPhN*Q*Q, y
351>183 para ciclo-oMitoPh. Las transiciones MRM para otros productos de oxidacion
fueron las reportadas previamente (199, 200, 218).
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El trabajo descrito en este capitulo fue codirigido con el Dr. Gonzalo Peluffo.
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3. Diseno y sintesis de nuevos compuestos derivados
de boronatos de tocoferoles y analogos para la
modulacion del dano nitroxidativo

Introduccién y estrategia experimental

Hemos demostrado que los ésteres borénicos reaccionan rapida (k ~ 10° Mis?t) y
estequiométricamente con peroxinitrito dando el correspondiente compuesto hidroxilado
como el producto principal (111, 221). Esta propiedad puede ser utilizada para el disefio
de una nueva clase de compuestos con una mejor capacidad antioxidante que actien
previniendo o modulando el dafio nitroxidativo, permitiendo el estudio y tratamiento de
disfunciones redox. En este sentido, se trabajé en el desarrollo y aplicaciones de nuevos
compuestos basados en sustitucion bordnica para la detoxificacion de peroxinitrito. Si
bien la vitamina E es uno de los principales antioxidantes liposolubles del organismo,
los resultados negativos de los ensayos clinicos sobre la suplementacion con a-tocoferol
son motivo de debate (124). Sin embargo, varios autores reportan la capacidad del y-
tocoferol en atrapar radicales *NO, dando 5-nitro-y-tocoferol (132), y ademas se ha visto
que es capaz de reaccionar con este radical en fase lipidica dando *NO (133), lo que
sugiere un posible rol del y-tocoferol en la detoxificacion de especies derivadas del
nitrégeno con alta capacidad nitrante. Esta capacidad del y-tocoferol a diferencia del a-
tocoferol, es debida a la estructura quimica del primero donde la posicion 5 de anillo
cromano esta libre a diferencia del a-tocoferol donde esta ocupada por un metilo.

En este capitulo se describe la generacién de analogos del y-tocoferol soportando el
agrupamiento éster boronico, y también analogos del a-tocoferol para comparar sus
propiedades antioxidantes. Las nuevas moléculas serian capaces de reaccionar con
peroxinitrito, disminuyendo el estrés nitroxidativo y a la vez, liberando al medio derivados
de tocoferoles, como proteccién antioxidante adicional.

Metodologia propuesta
1. Se propone trabajar en el disefio, sintesis y caracterizacién espectroscopica de

derivados boronados de a y y-tocoferol y sus analogos de cadena corta y analogos

hidrosolubles. (Esquema 36).
Ry

o) R,

o OH  Ry=H;CH,
R= —B, 0—B
o 'OH  Ry= COOMe; COOH: M

Esquema 36. Derivados boronados de a y y-tocoferol y sus analogos hidrosolubles.
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La ruta sintética general disefiada para la obtencién de los compuestos de interés es la
siguiente (Esquema 37):

Ry R, 0 QH R

) Ry
HO. TfO . .B B
(CFaﬁoz)zg‘ Espmz, 0 NalO, HO
0R, 07 "R, base 07"R, 0" R,

1a: Rq :CH3I RZZ(CHchchQCHCH3)3CH3
1b: R=CH; R;=COOCH;,

1c: R1:H, Rz:(CHQCHQCHQCHCH;;)aCH;}
1d: Ry=H, R,=COOCH;

Esquema 37. Ruta sintética general para la obtencion de arilboronatos.

Brevemente, para la preparacion de los derivados arilboronatos se genera inicialmente
el derivado correspondiente trifluorometanosulfonato. Posteriormente, este derivado es
tratado con bis(pinacolato)diboro en presencia de catalizador de Pd y base, en un
disolvente adecuado (reaccién de borilacibn de Suziki-Miyaura) para formar el
correspondiente éster de &cido bordénico, el cual es transformado en el respectivo acido
borénico mediante ruptura oxidativa con NalOa.

2. Evaluacién de los nuevos compuestos boronicos en la modulacion del dafio
nitroxidativo in vitro (en sistemas modelos de membrana) y sistemas celulares (células
endoteliales disfuncionales). Se plantea evaluar la capacidad de los derivados
boronados de tocoferoles y analogos de disminuir la generacién de 3-NO»-BTBE y 3,3"-
diBTBE como huellas de dafio nitroxidativo en sistemas hidrofébicos.

Resultados y Discusion

1. Disefio y sintesis de derivados boronados de tocoferoles
1. Sintesis del éster borénico de a-tocoferol

La primera etapa en la sintesis del éster boronico del a-tocoferol, involucra la
incorporacién del grupo funcional trifluorometansulfonato en posicién 6 del anillo
cromano, Esquema 38. Para ello, se hace reaccionar al a-tocoferol comercial con
anhidrido trifluorometansulfénico en presencia de piridina obteniéndose el derivado
correspondiente 26, con muy buen rendimiento (R = 85%) (222).

Posteriormente, este derivado es tratado con bis(pinacolato)diboro en presencia de
catalizador de Pd y base en un disolvente adecuado segun la reaccion de borilacién de
Suzuki-Miyaura. En la Tabla 14 se muestra un resumen de las condiciones de reaccion
ensayadas.
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Tabla 14. Condiciones de reaccién ensayadas para la borilacion del éster boronico del a-tocoferol

27.
Calentamiento/

Entrada Reactivos Disolvente tiempo Observaciones Ref.
1 1.15 eq Bzpinz Dioxano 80-85°C 8h y Se recupera 80% (223)
1.5 eq KOAC 30min del reactivo 26 sin

Pd(dppf)Cl2.CH2Cl: T.A. 12h reaccionar
1.15 eq Bzpinz
2 1.5 eq KOAc DMF A, 11h No hay reaccion (223)™
Pd(dppf)Cl2.CH2Cl> T.A.9h
1.15eq Bzpinz MW
3 1.5eq KOAc P=300W No hay reaccién (134)™
Pd(dppf)Cl2.CH2Cl> Dioxano t=1h
T ~ 60°C
1.1 eq Bzpinz
4 3 eq KOAc Dioxano MW
Pd(dppf)Cl2 P=200-300W No hay reaccién (134)
dppf t=1h
T=80°C
1.1 eq Bzpinz *)
5 2 eq KOAC CHsCN A, 15h Se obtiene 27
tricliclohexilfosfina T.A . 12h R< 1%
Pd(OAc):
1.1 eq Bzpinz MW *)
6 2 eq KOAc P=200-300W No hay reaccion
tricliclohexilfosfina CHsCN t= 30 min
Pd(OAc): T=80°C
1.1eq Bzpin: 80°C 13 h Alas 16h de A se (*)™
7 2 eq KOAc A, 16 h agrega una nueva
tricliclohexilfosfina Dioxano MW: P=200- porcion de
Pd(OAc):2 300W; t=1h; catalizadores
T=80-120°C No hay reaccion

) Patente W02009/048864PCT/US2008/079042
(**) Con modificaciones

Como se describe en la Tabla 14, no fue posible obtener el éster borénico del a-tocoferol
27 con un rendimiento aceptable, a pesar de que se ensayaron varias condiciones de
borilacion cambiando disolventes, tiempo de reaccién, forma de calentamiento y
catalizadores. Sin embargo, en las condiciones detalladas en la Entrada 5, se observo
una pequefia mancha en la TLC, la cual no coincidia con ningun reactivo, por lo que se
decide aislarla. Luego de una purificacion por cromatografia en columna vy
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posteriormente una TLC preparativa se pudo aislar ~ 1 mg el cual fue caracterizado por
espectrometria de masas, revelando que era el compuesto de interés. En estas
condiciones el rendimiento fue sumamente bajo R <1%. Se intent6 aumentar el
rendimiento modificando el disolvente de la reaccion ya que el triflato de a-tocoferol 26
es mas soluble en dioxano que en acetonitrilo, o modificar tiempo y forma de
calentamiento (Entradas 6 y 7), pero lamentablemente tampoco fue posible obtener el
éster boronico del a-tocoferol 27.

Miyaura y colaboradores sostienen que el acoplamiento con triflatos a veces podria no
proceder debido a la descomposicion de los catalizadores, precipitando paladio
elemental en una etapa temprana de la reaccién (136). Segun estos autores la adicién
de 1 equivalente de LiBr o KBr podria ser efectivo previniendo la descomposicion del
catalizador. Sin embargo, esta hipotesis puede no ser relevante dado el éxito en la
borilacién bajo las condiciones de Suzuki-Miyaura en los derivados boronados de
cumarinas (CBE, CBA capitulo 1, parte 1) y derivados boronados de fluoresceina (FI-B
capitulo 1, parte 2).

Se intenté buscar una ruta sintética alternativa, en donde se podria sustituir el
agrupamiento triflato del a-tocoferol por iodo, el cual segun Miyaura y colaboradores es
el mas reactivo en el paso limitante de la reaccion. De esta manera, para la preparacion
del ioduro de arilo se hizo reaccionar en primera instancia el triflato 26 con bencilamina
para dar 28 y posterior hidrogenacién. Una vez obtenida la amina aromatica primaria
obtener la sal de arildiazonio con nitrito de sodio en medio &cido acuoso, para finalmente
hacer reaccionar esta sal con ioduro de potasio, obteniendo asi el ioduro de arilo,

Esquema 39.
HaN NH2 \/
o] R Pd(OAc
26 BINAP

KOtBu

: |-|2 Pd/C

1 HyN
i-NaNO,, HCI, H,O
Rl ki
o] R

Esquema 39

Sin embargo, esta ruta no se pudo completar debido a que la bencilacion para obtener
28 fue dificil desde el punto de vista practico y el producto se obtuvo en muy bajo
rendimiento y sumamente impuro.

Una causa posible de que no se haya dado la reaccion de borilacién podria ser por
impedimento estérico, ya que el agrupamiento triflato es voluminoso y tiene dos metilos
en posicién orto en el o-tocoferol, ademas el boronato también es un agrupamiento
voluminoso.

Otra causa posible, desde el punto de vista del impedimento estérico, es la larga cola
alifatica isoprenoide de 13 atomos de carbono, la cual podria plegarse alrededor del
anillo cromano como describe el modelo de la Figura 63, de manera que dificulte el
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acceso al grupo triflato. Para evaluar esta hipotesis se realizd la reaccion con un analogo
de cadena corta, Trolox®.

Figura 63. Modelo de la estructura del a-tocoferol
en la disposicon espacial més estable, obtenido de
National Center for Biotechnology Information.
PubChem Compound Database; CID=14985,
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/14985

2. Sintesis del éster borénico del éster metilico de Trolox®

Para estudiar este ultimo efecto se realizé la misma ruta sintética, pero con el analogo
de cadena corta, el éster metilico del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilico
(Trolox®) 29, el cual sustituye la cola isoprenoide de 13 C por un éster metilico,
(Esquema 40).

CHZO)n (CFgSOZ 2
OCH, —
OH metacrilato
de metilo

TMHQ R=57% R=92%

Esquema 40. Ruta sintética para la obtencion del éster metilico de Trolox boronado 31.

Primeramente, se sintetiz6 el éster metilico de Trolox® 29 a partir trimetilhidroquinona
(TMHQ) y metacrilato de metilo en un reactor a alta presion, con rendimiento aceptable
(R = 57%) (224). A continuacibn, se hizo reaccionar con anhidrido
trifluorometansulfénico, generandose el correspondiente producto 30 con el grupo
trifluorometansulfonato en posicién 6, con excelente rendimiento (R = 92 %). Posterior
borilacion con bis(pinacolato)diboro en medio béasico y catalizador de Pd rindi6 el
derivado boronado del éster metilico de Trolox 31 con muy bajo rendimiento (R < 3%).
Esto sugiere que la larga cadena alifatica no influiria en la reaccion, sino que
posiblemente, no se estaria dando debido al impedimento estérico de los metilos
adyacentes.

Para intentar resolver los problemas sintéticos, trabajamos a continuacion en un nuevo
derivado contemplando los dos posibles impedimentos estéricos: los metilos
adyacentes y la cola isoprenoide.

Por lo tanto, se disefia una nueva estructura careciendo del metilo en posicion 5
adyacente a la posicion 6 donde se incorpora el agrupamiento triflato, y ademas sin la
cola isoprenoide (trabajando con el andlogo de cadena corta).
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Ademas, como se explicaba anteriormente, la posicion sin sustituir en el C5 da la
posibilidad de ser sustituida por especies nitrantes, lo que le da la propiedad de actuar
como atrapador de especies reactivas del nitrdgeno como *NO-.

3. Sintesis del éster boronico del y-Trolox

A continuacién, se muestra la ruta de sintética disefiada para la obtencion del éster
borénico del andlogo de cadena corta del y-tocoferol 38, la cual involucra una
desmetilacion selectiva del éster metilico de Trolox, Esquema 41.

Br

HO
AcO. AcO. Pd/C 10%_ Ac
29 1B NMMO e 1 a
2) Ac,O/AcOH o OCH, o OCH; o OCH,4
R =59% o R=31% o R=31% o
32 33 34
1) NaOH/MeOH
2) 80°C 2h
3) NaHS0,4 80°C 2h
R=85%
Tt (CF380,),0 H MeoH HO
-—————— -—
o OCH, Py o OCH, p-TsOH o OH
O R=95% O  R=27% o
37 36 35
Bopin Pd(dppf)Cly y-Trolox
KOAc
R=5%
e
o-B
o OCH,4
o]
38
Esquema 41.

Se hizo reaccionar en una primera etapa el éster metilico de Trolox 29, sintetizado
previamente (Esquema 41), con una solucion de bromo (Brz) en diclorometano y
posteriormente con anhidrido acético para evitar la dimerizacion, obteniéndose el
bromoacetato 32 con buen rendimiento (R = 59 %). Una posterior oxidacion con N-6xido
de N-metilmorfolina (NMMO) en acetonitrilo generé el producto 33 con moderado
rendimiento (R = 31 %). Se sometié a este producto a una descarbonilacion con
catalizador Pd/C 10% a alta temperatura obteniéndose el producto 34 (R= 31%) (225).
Luego se llevo a cabo la hidrélisis de los grupos éster para dar el acido 6-hidroxi 2,7,8-
trimetilcroman carboxilico (35, y-Trolox) con muy buen rendimiento (R = 85%) (224). A
continuacion, se ensayo la incorporacion del agrupamiento trifluorometansulfonato en
posicion 6 sin proteccion del acido carboxilico sin éxito. Por tanto, se realizo la
esterificacion del acido carboxilico en condiciones clasicas para obtener el intermedio
36 con moderado rendimiento (R = 27%). El cual en un paso posterior se transformé en
el triflato 37 con excelente rendimiento (R = 95%). Finalmente se realiz6 la borilacion
para la obtencion del derivado boronado 38 con bajo rendimiento (R= 5%).
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Conclusiones parciales

Si bien los objetivos de esta tesis estaban centrados en el desarrollo de compuestos
para la deteccién de peroxinitrito, aprovechando la propiedad de los boronatos como
centros elecrofilicos, es que disefiamos una nueva clase de compuestos que actlen
previniendo o modulando el dafio nitroxidativo. En este sentido, trabajamos en la
optimizacion de las rutas sintéticas de los nuevos compuestos basados en sustitucion
borénica de derivados de tocoferoles para la detoxificacion de peroxinitrito.

Sin embargo, hasta el momento no fue posible la obtencién del derivado de a-tocoferol
soportando un agrupamiento éster bordénico a partir del triflato correspondiente, se
estudiaron las posibles causas de ello. Posiblemente, los grupos metilos en posicion
orto respecto al triflato en el C6, limiten el acceso al agrupamiento éster bordnico
también voluminoso.

Se obtuvo el derivado boronado de cadena corta del a-tocoferol 31 mediante tres pasos
de reaccién con muy bajo rendimiento.

Optimizamos la ruta sintética para la obtencion del derivado boronado de cadena corta
del y-tocoferol 38, mediante ocho pasos de reaccion.

Si bien no hubo un buen avance de la reaccién de borilacién en ningun caso, queda
como perspectiva la determinacién del poder antioxidante del éster borénico del éster
metilico de Trolox 31, comparandose con el éster boronico del éster metilico del y-Trolox
38, en liposomas como modelo de membranas biologicas frente a nucledfilos, en
particular peroxinitrito (226).

Brevemente, se incorpora el compuesto a evaluar dos tipos de liposomas
multilaminares, uno conteniendo acidos grasos saturados (DLPC: 1,2-dilauril-sn-glicero-
3-fosfocolina) y el otro conteniendo &cidos grasos insaturados (EYPC : egg chicken yolk
L-a-fosfatidilcolina). A cada mezcla se incorpora BTBE (éster tert-butilico de N-t-BOC-
L-tirosina) y peroxinitrito. Luego se estudia por HPLC fase reversa para determinar si
el compuesto fue capaz de disminuir la formacion de 3-nitro-BTBE y de 3,3"-di-BTBE
como marcadores de nitracion y dimerizacién producido por peroxinitrito. Se podria
utilizar como control el éster metilico de Trolox a las mismas concentraciones, para
determinar si el agrupamiento boronato tiene efecto sobre la oxidacion.

Materiales y Métodos

Reactivos

Todas las reacciones que involucran reactivos sensibles a la humedad o aire se realizan
bajo atmédsfera de nitrdgeno o de argon (N2 (g), Ar (9)).

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y utilizados sin
purificacién posterior. El grado de avance de las reacciones se monitorea por
cromatografia en capa fina (TLC) en placas silica gel TLC-PET (Fluka). Visualizacion
con luz UV (A = 254 nm) y Revelador Anisaldehido. La cromatografia de columna (CC)
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se realizd en silica flash (60 A, 230-400 mesh, 40-63 um, Fluka) como fase
estacionaria.

Los espectros *H-RMN y *C-RMN de los compuestos se realizan en un equipo Bruker
DPX 400 (400 MHz). Utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de partes por millon
(ppm) en relacion con el TMS y las multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd:
doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, br: sefial ancha (del
inglés broad signal). La completa caracterizacion es realizada con la combinacion de
experimentos bidimensionales COSY, HMQC o HSQC y HMBC.

Los espectros de masa por impacto electrénico (El) se realizan en un equipo Shimadzu
GC/MS QP 1100 EX a un potencial de ionizacion de 70 eV por inyeccion directa (ID).

Sintesis y caracterizacion espectroscopica de derivados de tocoferoles

2,5,7,8-tetrametil-2-(4,8,12-trimetiltridecil)croman-6-il trifluorometansulfonato (26)
: (222)

TfO.

0 3

En un balén de dos bocas bajo atmdsfera de N2 (g) se disuelve el a-tocoferol (5.9 g, 13.7
mmol) en 50 mL de CHCl; seco, y se agrega piridina (2.4 mL, 29.5 mmol). Se coloca
el sistema en un bafio agua-hielo a 0°C y se agrega gota a gota anhidrido
trifluorometansulfénico (3.0 mL, 18 mmol) por medio de un ecualizador. Luego de
finalizado el agregado se retira el bafio y se deja llegar a temperatura ambiente. Se deja
agitando a T.A. siempre bajo atmdsfera inerte. Se monitorea por TLC: fase estacionaria
silica gel, fase movil Hexano:CHCl, (10:1). Revelador: Anisaldehido. Luego de 1 hora
y 45 minutos se observa desaparicion total del reactivo de partida y se detiene la
reaccién. Se agrega solucién saturada de NaHCO; (aq) fria (50 mL) y se extrae con
CH2Cl, (3 x 25mL). La capa organica se seca con Na.SOu, filtra y se destila a presion
reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria: silica
flash, fase moévil: hexano. Aceite incoloro. R = 85%. (6.5 g).

IH RMN (400 MHz, CDCls) & 0.86-0.90 (m, 12H), 1.0-1.20 (m, 6H), 1.20-1.35 (m, 12H),
1.35-1.48 (m, 3H), 1.50-1.65 (s+m, 3H), 1.73-1.90 (m, 2H), 2.12 (s, 3H), 2.22 (s, 3H),
2.25 (s, 3H), 2.60-2.64 (t, J= 6,9 2H).

MS (EI): m/z (%) = 562 (M*, 5), 429(100), 165(47)

6-hidroxi-2,7,8-tetrametilcromancarboxilato de metilo (29): (227)

HO

OCH;
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En un reactor de alta presion de acero inoxidable Anton Paar se coloca el 1,4-dihidroxi-
2,3,5-trimetilbenceno (10 g, 65.7 mmol), paraformaldehido (4 g, 133 mol) y agua (3 mL).
La mezcla se deja reaccionar por 3 h a 180°C. Luego de completada la reaccion, la
mezcla se enfria a temperatura ambiente y se agrega metanol donde precipitan cristales.
Se filtran los cristales a vacio con lavados de metanol.

Se recristaliza de metanol. Sélido blanco. R = 57%. (9.8 g)

Por TLC EP:AcOEt (7:3), revelador anisaldehido, Rf = 0.5, coincide con el patrén de
referencia ampliamente caracterizado.

6-triflurometilsulfoniloxi-2,5,7,8-tetrametil-cromancarboxilato de metilo (30): (222)

TiO
OCH;

o

En un balén de dos bocas bajo atmésfera de Ar (g) se suspende el éster metilico de
Trolox 29 (500 mg, 1.9 mmol) en 8 mL de CHCl; seco y luego se agrega piridina (0.3
mL, 4 mmol). Se coloca el sistema en un bafio agua-hielo a 0°C y se agrega gota a gota
anhidrido trifluorometansulfénico (0.4 mL, 2.5 mmol). Se retira el bafio de agua-hielo y
se deja llegar a temperatura ambiente con agitacion magnética. A los 60 minutos de
comenzada la reaccion se observa mediante TLC desaparicién total del reactivo de
partida y aparicion de un Unico producto, por lo que se detiene la reaccion. Se agrega
10 mL de solucién saturada de NaHCOjs fria y se hace un reparto con CHxCl, (4 x 5 mL).
La capa orgénica se seca con Na,SOu, filtra y el disolvente se destila a presion reducida.
El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna fase estacionaria: silica
flash, fase movil: gradiente de polaridad Hexano:Et,O (9:1) hasta (8:2). Aceite incoloro.
R = 92%. (692 mg).

IH RMN (400 MHz, CDCls) & 1.65 (s, 3H), 1.88-1.90 (m, 1H), 2.18 (s, 3H), 2.21 (s, 3H),
2.26 (s, 3H), 2.45-2.51 (M, 2H), 2.65-2.70 (M, 1H), 3.72 (s, 3H)

13C RMN (400 MHz, CDCls) 173.7, 150.7, 140.3, 128.6, 126.7, 124.4, 120.2, 118.2,
117.0, 52.6, 30.0, 25.4, 20.9, 13.2, 12.1

MS (El): miz (%) = 396 (M, 17), 263 (100), 231 (61), 203 (44)

2,5,7,8-tetrametil-6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxoborolan-2-il)cromancarboxilato
de metilo (31): (134)

OCH,
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En un balén de dos bocas bajo atmdsfera de Ar (g) se disuelve bis(pinacolato)diboro
(203 mg, 0.8 mmol), bis(difenilfosfino)ferroceno (24 mg, 0.04 mmol), 1,1"-
bis(difenilfosfino)ferroceno-dicloropaladio(ll) (31 mg, 0.04 mmol), y acetato de potasio
(214 mg, 2.2 mmol) en 8 mL de dioxano. Luego se agrega el triflato 30 (300 mg, 0.7
mmol) y se calienta a 80°C en bafio de aceite. La reaccion se monitorea por TLC. Luego
de 6 horas de calentamiento a 80°C se lleva el sistema a reflujo por 4 horas mas. Se
apaga el calentamiento y se deja agitando a temperatura ambiente por 48 horas. Se
detiene la reaccion, se agrega Et,O (3 x 10 mL) y se hace un reparto con solucion
saturada de NaCl. La fase organica se seca con Na:SOy, filtra y el disolvente se destila
a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna, fase
estacionaria: silica flash, fase movil: gradiente de polaridad Hexano, hasta
Hexano:AcOEt(9:1). Sélido blanco. R < 3%. (7 mg).

H RMN (400 MHz, CDCls3) & 1.29 (s, 12H), 1.65 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 2.26
(s, 3H), 2.49-2.54 (m, 2H), 2.62-2.70 (m, 2H), 3.71 (s, 3H)
No fue posible su caracterizacién por **C-RMN debido a la poca masa obtenida.

MS (El): m/z (%) = 313 (4), 256 (21), 213 (16), 129 (56), 73 (100)
6-acetoxi-5-bromometil-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de metilo (32): (225)

Br

AcO.
OCH;,4

o

Se sintetiza segun se describe en la literatura (225) con pequefias modificaciones,
partiendo del éster metilico de Trolox 29 (9.5 g, 36 mmol) y utilizando Gnicamente CH,Cl;
seco como disolvente. El producto obtenido fue purificado por cromatografia en columna
fase estacionaria silica flash, fase movil gradiente de polaridad partiendo de
Hexano:Et,0(9:1) hasta (1:1). Sélido blanco crema. R=59%. (8.0 g).

La caracterizacion espectroscopica y propiedades fisicas coinciden con las de
referencia.

6-acetoxi-5-formil-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de metilo (33): (225)

CHO
AcO

OCH,

(o]

Se sintetiza segun se describe en la literatura (225) con pequefias modificaciones
partiendo del compuesto 32(1.6 g, 4.2 mmol). El producto obtenido fue purificado por
cromatografia en columna fase estacionaria silica flash, fase movil gradiente de
polaridad partiendo de Hexano:Et,O (95:5) hasta (9:1). Sélido amarillo. R=31%.

La caracterizacidn espectroscopica y propiedades fisicas coinciden con las de
referencia.
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Sintesis de 6-acetoxi-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de metilo (34): (225)

AcO
OCH3

o

Se sintetiza segun se describe en la literatura (225) con pequefias modificaciones
partiendo del aldehido 33 (190 mg, 0.6 mmol). Se purifica por cromatografia en columna
fase estacionaria silica flash, fase moévil Hexano:Et,O (9:1). Aceite amarillo. R=31%. (54
mg).

La caracterizacién espectroscopica y propiedades fisicas coinciden con las de
referencia.

Yy-Trolox (35): (227)

HO
OH

(o]

En un balén se disuelve el compuesto 34 (600 mg, 2 mmol) en 3 mL de MeOH, mediante
el uso de un ecualizador se agrega gota a gota una solucion de NaOH concentrada (1.5
mL, 0.1 g/mL). Una vez finalizado el agregado se coloca el sistema en un bafio de aceite
y se calienta a 80°C por 2 h. Cumplido ese tiempo se agrega una solucion de NaHSO,
(1.5 mL, 0.34 g/mL) y se deja calentando a 80°C por 2 h mas. Una vez completada la
reaccion, evidenciado por TLC, es enfriada a temperatura ambiente y se agrega AcOEt
(3 x 10 mL) y agua (aprox. 20 mL) para hacer un reparto. Se combinan las fases
organicas, se secan con Na,SOy, filtra y destila a presion reducida. El crudo obtenido se
purifica por cromatografia en columna, fase estacionaria silica flash, fase mévil gradiente
de polaridad partiendo de AcOEt:Hexano (8:2) hasta (9:1). Aceite anaranjado. R=85%.
(411 mg).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1.64 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.19-2.25 (m, 2H),
2.34-2.71 (m, 2H), 6.36 (s, 1H), 11.34 (s, 1H) —COOH parcialmente intercambiado con
H.O
13C RMN (400 MHz, CDCl3) 147.4, 125.7, 122.3, 118.0, 112.1, 30.0, 24.8, 22.3, 12.0,
11.9

MS (El): m/z (%) = 236 (M*, 92), 191 (70), 175 (18), 150 (100)
6-hidroxi-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de metilo (36): (228)

HO

OCH;



Capitulo 3

En un baldn bajo atmésfera de Ar (g) se disuelve el y-Trolox 35 (150 mg, 0.6 mmol) en
3.5 mL de una mezcla MeOH:CHCl, (10:2) y se agrega el &cido p-toluensulfénico (33
mg, 0.2 mmol). Luego se coloca el sistema a reflujo en bafio de aceite. A las 5 h se
detiene la reaccion debido a la desaparicion del reactivo de partida evidenciado por TLC.
Una vez enfriada se destila a presion reducida para concentrar el crudo. Se agrega
AcOEt (10 mL) y se lava con solucién saturada de NaHCO3 (2 x 10 mL) y solucién
saturada de NaCl (1 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se secan con Na;SOsa,
se filtran y se destilan a presién reducida. Purificacion por cromatografia en columna,
fase estacionaria silica flash, fase movil gradiente de polaridad Hexano:AcOEt (9:1)
hasta (8:2). Aceite claro. R= 27%. (42 mg).

IH RMN (400 MHz, CDCls) & 1.62 (s, 3H), 1.86-1.91 (m, 1H), 2.16 (s, 3H), 2.20 (s, 3H),
2.36-2.39 (M, 1H, 2.63-2.65 (M, 2H), 3.70 (s, 3H), 6.34 (s, 1H)

13C RMN (400 MHz, CDCl3) 207.0, 174.5, 146.9, 145.6, 125.7, 121.9, 117.8, 111.9, 52.4,
30.9, 30.5, 25.5, 22.6, 11.9, 11.8

MS (El): m/z (%) = 250 (M*, 72), 191 (100), 150 (48), 69 (42)
6-trifluorometansulfoniloxi-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de metilo (37): (222)

TfO
OCH;
o
Se sintetiza a partir del éster metilico 36 (40 mg, 0.2 mmol) siguiendo el mismo
procedimiento utilizado para la sintesis del triflato 30. El producto crudo se purifica por

cromatografia en columna, silica flash, gradiente de polaridad Hexano:AcOEt (9:1) hasta
(7:3). Aceite incoloro. R= 66%. (40 mg).

IH RMN (400 MHz, CDCls) & 1.66 (s, 3H), 1.86-1.91 (m, 1H), 2.23 (s, 3H), 2.25 (s, 3H),
2.40-2.43 (m, 1H), 2.68-2.73 (m, 2H), 3.72 (s, 3H), 6.79 (s, 1H)

13C RMN (400 MHz, CDCls) 173.7, 150.9, 141.6, 128.3, 127.1, 120.2, 118.8, 118.5,
117.1, 113.9, 52.6, 30.1, 25.4, 22.6, 13.1, 12.1

MS (EI): m/z (%) = 382 (M*, 1), 81 (59), 69 (100), 55 (25)

6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxoboronlan-2-il)-2,7,8-trimetil-cromancarboxilato de

metilo (38): (134)
e
B

0’
OCH;



Capitulo 3

Se sintetiza a partir de 37 (40 mg, 0.1 mmol) siguiendo el mismo procedimiento utilizado
para la sintesis del boronato 31, pero aumentando el tiempo de reaccion a 36 h de
calentamiento a reflujo. El crudo se purifica por cromatografia en capa fina preparativa
fase estacionaria silica gel, y fase movil EP:Et,O (95:5). Aceite claro. R = 5%. (2 mg).

!H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 1.34 (s, 12H), 1.64 (s, 3H), 1.83-1.90 (m, 1H), 2.19 (s, 3H),
2.36-2.41 (m, 1H), 2.48 (s, 3H), 2.65-2.7 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 7.35 (s, 1H)
No fue posible su caracterizacién por **C-RMN debido a la poca masa obtenida.

MS (EI): m/z (%) = 360 (M*, 51), 301 (100), 201 (26), 83 (14).



Conclusiones generales

Conclusiones generales y perspectivas

Este trabajo de Tesis Doctoral se centrd en el desarrollo, sintesis y caracterizacion de
compuestos boronados disefiados como sondas moleculares fluorescentes para la
deteccion y cuantificacion de peroxinitrito en sistemas celulares.

En el desarrollo del trabajo se exploraron diferentes fluor6foros derivados de
fluoresceina y de cumarina soportando acidos o ésteres borénicos como centro
electrofilico capaz de reaccionar con oxidantes nucleofilicos de relevancia bioldgica. Se
exploraron diferentes modificaciones estructurales de los derivados boronados de
cumarinas, permitiendo modular sus propiedades espectroscépicas e incluso
direccionarlas a un sitio subcelular especifico.

o Optimizamos la técnica sintética del éster del acido borénico de cumarina (CBE)
(Rgiobat ~ 77%), y del acido borénico de cumarina (CBA) (Rgoba ~ 29%).
Demostramos que ambos compuestos reaccionan de manera extremadamente
rapida con peroxinitrito Kcseionoo- = 1.3 X108 M1s? y kegaonoo- 1.1 x 108 Mis?) y
presentan idéntico comportamiento. Por lo tanto, centramos el trabajo en el éster
borénico, como el agrupamiento electrofilico capaz de reaccionar con oxidantes
nucleofilicos.

o Posteriormente, evaluamos modificaciones estructurales de los derivados de
cumarinas, donde trabajamos intensamente en diferentes rutas sinteticas para
su obtencién. Si bien con el fluoréforo MitoCT-ii oxidado (Aexe = 395 NM; Aem =
470 nm) se mejoraron las propiedades espectroscépicas en mas de 60 nm
respecto a la 7-hidroxicumarina (Aexc = 332 nm; Aem = 470 nm)), la excitacion con
laseres en el rango visible puede ser poco eficiente. Queda como perspectiva la
incorporacion sobre el derivado de cumarina de anillos aromaticos condensados
como naftalenos o pirenos soportando grupos haloalquilos para la obtencién de
la sal de fosfonio.

o Se desarrolld FI-B (fluoresceina-boronato) y mediante su caracterizacion in vitro,
andlisis cinéticos, ensayos de citotoxicidad y aplicacion en sistemas celulares,
se validé a FI-B como una sonda sensible para la deteccion directa de
peroxinitrito producido endégenamente. Ademas, se exploré la reactividad de Fl-
B con hidroperoxidos aminoacidos o proteicos, desarrollandose un método
cinético para cuantificar hidroperoxidos aminoacidicos por velocidades iniciales
utiizando a FI-B como sonda de deteccion. Si bien inicialmente se habia
reportado en la literatura que las sondas derivadas de boronato era especificas
para H.O, (115), en este trabajo demostramos ampliamente que también
responden a otros oxidantes nucledfilos biol6gicamente relevantes, incluido
HCO,~, HOCI, ONOO~ e hidroperéxidos de aminoacidos. Ademas,
demostramos que en un sistema donde podrian co-existir mas de una especie,
los aril-boronato son cinéticamente selectivos hacia peroxinitrito, debido su
cinética mucho mas favorable (konoo ~ 108 M?s?; kpoci ~ 102 M1s?, Kicos™ ~ 100
M’lS'l; kH202 ~1 M_lS_l) (27, 111, 229)
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Conclusiones generales

Estudiamos la reactividad hacia peroxinitrito de una sonda comercial MitoPY1,
reportada para la deteccion de H2O- intramitocondrial. Si bien reacciona con
peroxinitrito, presenta varios inconvenientes debido a problemas de inestabilidad
y autoxidacién. Por lo tanto, como perspectivas se continuara el desarrollo de
sondas dirigidas a la mitocondria derivadas de cumarinas modificadas, debido
qgue al variar el scaffold de la molécula de una fluoresceina a una cumarina
modificada como MitoCT-i y MitoCT-ii, se evitan los problemas de inestabilidad
y autoxidacion.

Estudiamos el mecanismo de reaccién de boronatos con oxidantes de relevancia
biolégica, utilizando la estrategia de marcaje isotdépico de oxidantes. Se
demostré inequivocamente el origen de los &tomos de oxigeno en los productos
formados, siendo que la oxidacion de boronatos se acompafia de la
incorporacién de atomos de oxigeno provenientes de los oxidantes, y no del
medio de reaccion. La incorporacién de atomos de oxigeno provenientes del
oxidante elimina cualquier tipo de ambigiiedad sobre la identidad de la especie
gue se va a detectar.

Por dltimo, se trabajé en el disefio de una nueva clase de compuestos con una
mejor capacidad antioxidante que actuarian previniendo o modulando el dafio
nitroxidativo, permitiendo el estudio y tratamiento de disfunciones redox. En este
sentido, se desarrollaron nuevos compuestos basados en sustitucion boronica
como el éster borénico del éster metilico del y-Trolox para la detoxificacion de
peroxinitrito. Como perspectivas, se estudiara su capacidad de modular el dafio
oxidativo en un modelo de membranas biologicas expuesta a peroxinitrito.
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Abreviaturas EWZ!

Abreviaturas

A - calentamiento a reflujo

A

Ac,0 — anhidrido acético
AcOEt — acetato de etilo
AcOH — acido acético
A.R. — Adicién Reversa

B

BHT — Butilhidroxitolueno
BSA - del inglés bovine serum albumin (seroalbimina bovina)

C

13C RMN - Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

CBA — del inglés coumarin-7-boronic acid (acido cumarin-7-borénico)

CBE - del inglés coumarin-7-boronic acid, pinacolate ester (éster pinacolinico del
acido cumarin-7-boronico)

COSY - Espectroscopia de Correlacién (Correlation Spectroscopy)

D

DETA-NONOato - (Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-
1,2-diolate, dietilentriamina-NONOQOato, NOC-18

dppf - 1,1"-Ferrocenediyl-bis(diphenylphosphine)

DFT - del inglés Density Functional Theory

DMF - N,N-dimetilformamida

DMAP - 4-dimetilaminopiridina

DTPA -del inglés diethylenetriamine pentaacetic acid (acido dietilentriamina
pentacético)

DMSO - dimetilsulféxido

DIPEA - N,N-diisopropiletilamina

E

EP — éter de petréleo (fraccion 60-70°C)

EPR — Resonancia Paramagnética Electronica del inglés Electron Paramagnetic
Resonance

Et,O — éter etilico

EtOH — etanol

F

FI-B —Fluoresceina-boronato



Abreviaturas BE¥A)

Fl — Fluoresceina

H

!H RMN - Resonancia Magnética Nuclear de proton

HMBC — Correlacién de enlace multiple heteronuclear (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation)

HMQC — Correlacion cuantica multiple heteronuclear (Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation)

HSQC - Correlacion cuéntica simple heteronuclear (Heteronuclear Single Quantum
Correlation)

INF-y — Interferébn gamma

L

LPS — Lipopolisacérico

M

MS (El) - Espectroscopia de Masas por Impacto Electrénico
MW — Microondas

MeOH — metanol

MS — Espectrometria de Masas

N

NBS — N-bromosuccinimida

P

PBS — del inglés Phosphate buffered saline (solucion tampén fosfato salino)
Pd(dppf)Cl>-CH.Cl, -complejo [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll)-
CHCl,

Pd(dppf)Cl. - complejo [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll)

P.F. - Punto de Fusion

PPh; — trifenilfosfina

p-TsOH — &cido p-toluensulfénico

Py — Piridina

R

RFU - del inglés Relative Fluorescence Units, Unidades Relativas de Fluorescencia
RMN - Resonancia Magnética Nuclear



Abreviaturas WL

S

SFB — del inglés fetal bovine serum, suero fetal bovino
Spermina-NONOato - (Z)-1-[N-[3-aminopropil]-N-[4-(3-aminopropilamonio)butil]-
amino]diazen-1-ium-1,2-diolato

T

T.A. - temperatura ambiente

THF - tetrahidrofurano

TLC - del inglés Thin Layer Chromatography (cromatografia en capa fina)
TFA — Acido trifluoroacético

TMS — tetrametilsilano

U

UHPLC — del inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography (cromatografia
liguida de ultra alto rendimiento)

\Y

Vero Cells — Células VERO Células epiteliales de riidbn de mono
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