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Resumen 

La mitocondria es un el sitio principal de generación de superóxido y otras especies 

reactivas y es uno de los principales sitios de formación de 3-nitrotirosina proteica 

tanto en condiciones basales como patológicas. En este trbajo se estudiaron dos 

proteínas mitocondriales, el citocromo c y la superóxido dismutasa de manganeso 

(MnSOD) y de cobre y cinc (CuZnSOD), estudiando tanto la nitración de estas 

proteínas como cambios estructurales en condiciones similares a las encontradas in 

vivo. En el caso del citocromo c se estudió la nitración de tirosinas proteicas evaluando 

la presencia de un lípido mitocondrial, la cardiolipina. En los experimentos realizados 

se observó por diversas técnicas  que en presencia de este lípido la nitración de 

citocromo c expuesto a peroxinitrito se encuentra aumentada, siendo este aumento 

mediado por un cambio conformacional mediado por la cardiolipina. A nivel estructural, 

se observaron los cambios sufrido por citocromo c en presencia de cardiolipina por 

técnicas de NMR para y diamagnético. Estos experimentos, si bien no fueron 

concluyentes mostraron que la proteína sufre un cambio conformacional global. 

Estudios de la reactividad de cada tirosina de citocromo c utilizando mutantes mostró 

que, en presencia de cardiolipina, tirosinas que no son preferencialmente nitradas o 

modificadas en ausencia de este lípido están involucradas en procesos oxidativos 

tales como la actividad peroxidasa de citocromo c mediada por cardiolipina. Esta 

actividad peroxidasa se estudió también utilizando un derivado carboximetilado en 

metionina de citocromo c que, a diferencia del citocromo c sin modificar permite la 

detección de un Compuesto I de peroxidasa. El agregado de cardiolipina a citocromo c 

carboximetilado expuesto a peróxido de hidrógeno aumenta la formación de 

compuesto I de citocromo c, y por lo tanto su actividad peroxidasa. Para profundizar el 

estudio de los cambios estructurales sufridos por citocromo c frente a diferentes 

oxidantes se sintetizó y purificó citocromo c mononitrado a nivel de Tyr 97 y 74, para 

generar anticuerpos monoclonales contra formas conformacionalmente modificadas de 

esta proteína que permitan la detección de las mismas tanto en estudios in vitro como 

in vivo 

En el caso de las superóxido dismutasas (SOD) se estudiaron las modificaciones 

sufridas en presencia de flujos de óxido nítrico y superóxido evaluando la capacidad 

de esta enzima de competir con el óxido nítrico por su sustrato, observándose que en 

presencia de estos flujos se forma peroxinitrito en concentraciones capaces de 

inactivar a la enzima y en el caso de MnSOD capaz de nitrarla. Por otra parte se re-

estudió la reacción de MnSOD con  peroxinitrito determinando un nuevo valor para la 

constante de reacción de 1,9 x 104 M-1s-1 por tetrámero. A nivel estructural se estudió 

el efecto de la nitración en la accesibilidad del sustrato al sitio activo utilizando 

métodos in silico donde se determinó que la nitración de Tyr 34, responsable de la 

inactivación de MnSOD por peroxinitrito genera un aumento en la barrera de energía 

libre para el acceso del superóxido al sitio activo, lo cual impide el acceso al sustrato, 

tanto por repulsión estérica como electrostática. También a nivel estructural, se 

determinó el efecto de mutaciones puntuales de MnSOD en la estructura cuaternaria 

de la enzima, evaluando, a su vez, el efecto de estas mutaciones en la sensibilidad de 

sus tioles. 
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1 Introducción 

1.1 Mitocondria: Función y rol como generador de radical 

superóxido 

Las mitocondrias son organelos intracelulares que, debido a su habilidad para acoplar 

la energía liberada del transporte de electrones a la síntesis de ATP, constituyen el 

principal sitio de control bioenergético en células eucariotas [1].  

La fosforilación oxidativa, proceso en el cual electrones son transportados a través de 

una serie de moléculas carrier (Compuestos I a IV), es el responsable de la generación 

de la mayor parte de la energía de las células animales.  Estos electrones son 

generados a partir de NADH y FADH2 (nicotinamida adenina di-nucleótido reducido y 

flavina adenina di-nucleótido), producidos por la oxidación de nutrientes, y son 

transferidos, en última instancia al oxígeno molecular [1, 2]. 

 El pasaje de electrones a través de los cuatro complejos que forman la cadena 

respiratoria genera un gradiente de protones que es utilizado por la ATP sintasa para 

sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato [1].  

Los complejos de la cadena respiratoria previamente mencionados son: complejo I 

(NADH: ubiquinona oxidorreductasa), complejo II (succinato: ubiquinona reductasa o 

succinato deshidrogenasa), complejo III (citocromo bc1), citocromo c y complejo IV 

(citocromo oxidasa).   

La mitocondria es además una de las fuentes más importantes de especies reactivas 

del oxígeno, principalmente por la generación de superóxido a nivel del complejo I y III 

de la cadena respiratoria [3-6]. 

1.1.1 Superóxido 

El superóxido (O2
.-) es un radical libre, que debido a sus potenciales de reducción y 

oxidación (Eº’O2/O2
.- = -0.33 V y Eº’O2

.-/H2O2= 0.94 V) [8] puede actuar tanto como 

reductor u oxidante. El superóxido se genera por la reducción por un electrón del 

oxígeno molecular.  Existen diferentes fuentes de superóxido tanto en condiciones 

fisiológicas a nivel tanto intra como extracelular generándose, en condiciones 

normales, un flujo de este radical de hasta aproximadamente 40 µM/min [9-13].  

La principal fuente extracelular de superóxido, que además tiene un rol en la defensa 

contra microorganismos, es la NADPH oxidasa, enzima asociada a membranas de 
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granulocitos polimorfo nucleares y macrófagos, que se activa durante el estallido 

respiratorio que se produce al iniciarse la fagocitosis. El término estallido respiratorio 

se refiere a un marcado aumento del consumo de oxígeno por estas especies 

celulares, no asociado a la respiración mitocondrial [14]. 

 

Fig. 1.1. Formación de superóxido a nivel mitocondrial y su detoxificación. Adaptado de 

Kowaltowski et al [7] 

 

El superóxido juega, en este caso, un rol de mediador en la respuesta inmune 

mediada por células, a pesar del daño potencial que pueda producir en células y 

tejidos propios. Intracelularmente, el superóxido se produce en su mayor parte por la 

autooxidación o reducción parcial de componentes de los sistemas de transporte 

electrónico, principalmente a nivel mitocondrial, por el complejo NADH deshidrogenasa 

y el segmento ubiquinona-citocromo c. Esta reducción parcial constituye, de acuerdo a 

diferentes autores, en hasta un 1% del oxígeno total consumido en la mitocondria [10, 

15]. 

El superóxido también puede ser generado enzimáticamente o por medio de 

compuestos autooxidables como flavinas, catecoles o nitrofuranos. Ejemplos de otras 

formas de generación enzimática son las enzimas xantina oxidasa y la aldehído 

deshidrogenasa, que contienen molibdeno, centros ferro sulfurados y flavinas, capaces 

de transferir electrones al oxígeno, produciendo superóxido y peróxido de hidrógeno 

[16].   

El radical superóxido presenta una vida media corta, (menor a 1 ms), debido, 

fundamentalmente, a la reacción de dismutación de ésta molécula a peróxido de 

hidrógeno catalizada por las diferentes isoformas de la superóxido dismutasa, con una 
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constante de velocidad de 2 x 109M-1s-1, en contraste con la dismutación espontánea 

a pH fisiológico, que tiene una constante de velocidad de 1 x 105 M-1s-1 [17]. En 

mitocondrias se encuentra la superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD) a nivel 

de la matriz mitocondrial y la superóxido dismutasa de cobre y cinc (CuZnSOD) en el 

espacio intermembrana con concentraciones de 1-30 µM y 4-40 µM, respectivamente 

[18, 19].  

Pese a su baja reactividad, este radical puede reaccionar con metales de transición 

(Fe, Cu), centros ferro sulfurados proteicos como los de la aconitasa [20] o con óxido 

nítrico con constantes en el orden de 107 M-1s-1 y 1010 M-1s-1, respectivamente [21-24]. 

Incrementos en la producción de superóxido en condiciones patológicas tales como 

diabetes, enfermedades neurodegenerativas o inflamación direccionan la reactividad 

del superóxido hacia su reacción con óxido nítrico [25]  

 

1.2 Óxido nítrico 

El descubrimiento en 1987 del óxido nítrico (.NO) como radical libre que actúa en la 

señalización celular, revolucionó el estudio de la bioquímica de radicales libres [26]. 

Esta molécula es sintetizada enzimáticamente por la óxido nítrico sintasa (NOS), a 

partir del aminoácido L-arginina produciendo óxido nítrico y L-citrulina. El óxido nítrico 

es generado en una amplia variedad de células, incluyendo macrófagos, células 

endoteliales, epiteliales y neuronas.  

Esta molécula posee varias funciones dentro del organismo en su rol de molécula 

reguladora, como la inhibición de la agregación plaquetaria, vasodilatación y 

neurotransmisión [14].   

El óxido nítrico es un radical libre bastante estable, con poca capacidad redox (Eº’NO2
-

/.NO = +0,375 V y Eº’.NO/NO- = +1,17 V) [27], que no reacciona con la mayoría de las 

biomoléculas. A pesar de esto, su vida media in vivo es relativamente corta (menor a 

10 s), siendo las reacciones directas más rápidas la que se dan con metales de 

transición, como por ejemplo la reacción en mitocondria con el centro bi-nucleado de la 

citocromo c oxidasa (Cu+-Fe2+), que modula el consumo de oxígeno y la formación de 

ATP y superóxido [28-30]. El óxido nítrico también es capaz de reaccionar con otras 

especies radicalares como por ejemplo radicales proteicos, lipídicos o específicamente 

con el superóxido a velociades cercanas al límite de difusión [23]. Debido a esta última 

reacción, su sobreproducción posee efectos adversos debidos principalmente a la 
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formación otros óxidos de nitrógeno  más reactivos derivados, como por ejemplo 

peroxinitrito. 

1.3 Mitocondria como fuente de peroxinitrito y especies 

nitrantes 

Debido a la presencia de óxido nítrico en la mitocondria, ya sea por formación in situ 

por la óxido nítrico sintasa mitocondrial [31] o difusión desde otros compartimientos 

[32], la formación de peroxinitrito en mitocondrias es un proceso cuya importancia se 

relaciona con disfunciones celulares y apoptosis. El peroxinitrito es responsable de 

modificaciones nitro-oxidativas de una gran cantidad de moléculas mitocondriales, 

tales como componentes de la cadena respiratoria, ATP sintasas, componentes 

intermembrana y de la matriz [33].  

1.3.1 Peroxinitrito 

Como se ha mencionado anteriormente, la rápida reacción entre el óxido nítrico y el 

superóxido lleva a la formación de una nueva especie, no radicalar pero de gran poder 

oxidante. Esta reacción se da  con una constante de velocidad de 0,6- 2,0 x 1010 M-1s-1  

[23, 34], cercana al límite de velocidad controlada por difusión. 

El peroxinitrito (ONOO-) es un ácido débil (pKa= 6.8), relativamente estable a pH 

alcalino, pero a pH ácido o neutro se descompone por la homólisis de su ácido 

conjugado, ácido peroxinitroso (ONOOH) a dióxido de nitrógeno (.NO2) y radical 

hidroxilo (.OH), con una constante de 0.9 s-1 a 37°C [35] y 0.3 s-1 a 25 ºC (pH 7.4) [36]. 

El rendimiento de esta reacción es de aproximadamente 30% [37].  

Una de las reacciones más importantes del peroxinitrito es la que ocurre con el dióxido 

de carbono. Esta reacción ocurre a una velocidad alta (5.7 x 104 M-1 s-1 a pH7,4; 37°C) 

[38], para dar un intermediario (nitroso-peroxocarbonato), quien luego se homoliza 

para dar los radicales dióxido de nitrógeno (NO2
.), agente nitrante quien también es 

moderadamente oxidante y radical carbonato (CO3
.-), un fuerte oxidante por un 

electrón. El rendimiento de esta reacción es de aproximadamente un 35 % [37]. Las 

reacciones del peroxinitrito se resumen en el esquema 1.1.  

El peroxinitrito es una especie que posee una vida media relativamente larga. Esto 

permite que pueda difundir a través de una célula hasta encontrar un blanco [39], lo 

que aumenta su toxicidad. Los blancos del peroxinitrito pueden ser proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos. A su vez, el efecto nitrante y oxidante del peroxinitrito tiene como 
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consecuencia la inactivación de algunas enzimas, como por ejemplo la MnSOD [40, 

41]. 

 

 

Esquema 1.1. Reacciones del peroxinitrito con diferentes blancos: (I): Oxidación por un 

electrón de centros conteniendo metales de transición (Fe, Mn, Cu). (II): Oxidaciones por dos 

electrones con un blanco (RH). (III): Formación de nitroso-peroxocarbonato en la reacción con 

dióxido de carbono. (IV): Homólisis del ácido conjugado del peroxinitrito (ácido peroxinitroso) a 

radicales. (V) Recombinación del peroxinitrito a nitrato. Tomado de Radi et al [37] 

1.4 Nitración de tirosina como modificación post-traduccional 

La nitración mediada por peroxinitrito y otras especies derivadas del óxido nítrico, es 

un proceso que puede afectar diversos blancos, entre los cuales los principales son 

proteínas y lípidos [41].  

 En particular, la nitración de residuos de tirosina se considera como uno de los 

principales marcadores biológicos de la acción del peroxinitrito y otros oxidantes 

derivados del óxido nítrico in vivo [42]. La nitración de tirosinas proteicas ocurre por 

diversos mecanismos (Esquema 1.2.) [25]. 

Tanto en la oxidación como en la nitración de tirosina participan especies radicalares 

derivadas del peroxinitrito [37, 41, 43] La tirosina puede reaccionar con radical 

carbonato, así como con complejos oxo-metales para dar el radical tirosilo el cual 

puede reaccionar rápidamente con ·NO2 (k = 3 x 109 M-1s-1) para dar 3-nitrotirosina o 

recombinarse con otro radical tirosilo (k = 2,5 x 108 M-1s-1 a 37°C, pH 7,4) para dar 

3,3´-ditirosina [25]. También a partir de radical hidroxilo puede formarse radical tirosilo, 
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si bien la principal reacción de este radical con la tirosina es la adición para formar di-

hidroxi tirosina [25]. 

Es de destacar que, en medios acuosos, la nitración por ·NO2 en ausencia de otras 

especies oxidantes tales como metales no es un proceso muy eficiente si bien es 

posible ya que requiere primero la formación del radical tirosilo siendo el .NO2 un 

oxidante poco adecuado para llevar a cabo esta reacción debido a la baja velocidad de 

reacción de este radical con la tirosina (k = 3,2 x 105 M-1s-1 a 37°C, pH 7,4).  

Otro mecanismo de nitración biológicamente relevante es a través de la ruta de las 

hemoperoxidasas en donde los complejos oxo-hierro oxidan la tirosina a radical tirosilo 

y el nitrito a ·NO2 el cual se recombina con el radical tirosilo para dar 3-nitrotirosina.  

 

Esquema 1.2. Mecanismos radicalares de la nitración de tirosinas proteicas. Tomado de Radi 

et al [25] 

Si bien la mayor parte de los estudios sobre nitración de biomoléculas han sido 

principalmente realizados para proteínas solubles, los procesos de nitración tienen 

lugar también a nivel de membranas, tanto en lípidos [44] como en proteínas.  A nivel 

de lípidos, es interesante destacar que el .NO y el ·NO2 por su carácter hidrofóbico  

pueden concentrarse en las membranas [45, 46] lo que facilitaría reacciones de 

nitración, sobre todo con radicales lipídicos, formados por ejemplo, en el proceso de 

lipoperoxidación [47]. En este medio, esta reacción, que en medios acuosos no sería 

relevante, sería de gran importancia en membranas y otros sitios, particularmente 

dentro del marco de estudio de interacciones de proteínas con lípidos oxidables. 
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1.4.1 Nitración proteica y su influencia en la actividad enzimática de 

proteínas mitocondriales  

La nitración de tirosinas proteicas tiene importantes consecuencias a nivel biológico, 

ya que puede alterar de forma irreversible la estructura o función de la proteína. 

Dichas alteraciones pueden ser la pérdida de función, tal como ocurre con la 

superóxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) [40] o una ganancia de función como es 

el caso del citocromo c, una esta proteína adquiere actividad peroxidasa [48].  En  

otros casos, tal como sucede con la enzima aconitasa, la nitración de tirosinas no 

ocasiona, per se, un cambio en su actividad. (Fig. 1.2.) 

 

Fig. 1.2. Consecuencias biológicas de la nitración de tirosinas dependiente de peroxinitrito. 

Izquierda: Nitración específica de tirosinas externas de citocromo c (particularmente Tyr 74) 

dispara la actividad peroxidasa de la proteína tras un cambio conformacional impidiendo a su 

vez su funcionamiento como carrier de electrones en la cadena respiratoria. Centro: La 

nitración de la aconitasa por los radicales derivados de peroxinitrito no modifica su actividad. La 

nitración de aconitasa en mitocondria se utiliza como marcador de la formación de peroxinitrito 

en este organelo. Derecha: La rápida reacción de peroxinitrito con el centro metálico de 

MnSOD lleva a la nitración específica de MnSOD a nivel de la tirosina 34, lo cual genera una 

pérdida de actividad de la enzima. Tomado de Castro et al [49].  

La nitración de tirosinas a nivel proteico genera cambios asociados tanto al agregado 

de un grupo voluminoso (45 Da) como cambios en las propiedades ácido-base de este 

residuo. Particularmente, la nitración de tirosinas genera un cambio en el pKa de este 
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residuo de 10 a 7,5, lo que causa que este residuo adquiera carga negativa parcial a 

pH fisiológico [25, 50].  

In vivo se ha observado un aumento de la nitración proteica asociado a diferentes 

patologías tales como enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, 

inflamatorias, metabólicas o envejecimiento [51-61]. Se debe notar que, sin embargo, 

en condiciones basales también se han detectado proteínas nitradas, siendo la 

mitocondria el organelo subcelular donde esta modificación se encuentra más 

exacerbada [62]. 

1.4.2 Métodos de detección de nitración proteica 

Debido a la inmunorreactividad de las proteínas nitradas existe una gran variedad de 

anticuerpos que reconocen esta modificación post-traduccional. Los métodos de 

detección inmunoquímica incluyen westernblot e inmunoprecipitación [55, 63-66]. Esta 

herramienta ha permitido la generación de una nueva rama de estudio llamada 

“nitroproteómica” la cual, junto con estudios proteómicos, basándose en herramientas 

de espectrometría de masa, permiten la identificación de proteínas nitradas en tejidos 

tanto en condiciones patológicas como en condiciones basales, identificando además 

sitios de nitración generados in vivo  [62, 67-70]. Por otra parte, también se han 

generado herramientas que permiten la identificación de proteínas nitradas utilizando 

métodos analíticos tales como la cromatografía líquida asociados a espectrometría de 

masa, donde, a partir de mezclas complejas que incluyen tejidos u homogenados 

enriquecidos en ciertos organelos, se realizan la identificación de cada proteína y la 

modificación asociada a la misma, permitiendo además la cuantificación de la 

modificación estudiada, particularmente la nitración [71]. 

1.5 Enfoque en dos proteínas mitocondriales: Citocromo c y 

MnSOD  

Tanto la MnSOD como el citocromo c son dos metaloproteínas mitocondriales cuya 

actividad se afecta, tal como se mencionó anteriormente, tras la nitración de tirosinas 

proteicas. Ambas proteínas han sido detectadas nitradas in vivo en diferentes tejidos 

en condiciones patológicas tales como isquemia reperfusión, hiperglicemia o 

tabaquismo, utilizando técnicas detalladas previamente. En la Tabla 1.1. se indican, 

esquemáticamente las condiciones de detección de estas proteínas nitradas así como 

las tirosinas nitradas identificadas en dichas proteínas.  
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Tabla 1.1. Detección de tirosinas nitradas de MnSOD y citocromo c en diferentes condiciones 

patológicas. Adaptada de Castro et al  [49]. 

Proteína Condiciones de detección Metodología de detección 
Tirosina 

identificada 
Modificación de la actividad 

Citocromo c Cortex cerebral de ratas 

sometido a isquemia y 

reperfusión [72] 

Inmunohistoquímica, 

Western Blot 

Tyr 74 y 97 [73] Aumento de la actividad 

peroxidática, inhibición de la 

cadena de transporte 

electrónica [74] e incapacidad 

de activar el apoptosoma [75] 

 Rechazo de transplante de 

riñón asociado con 

nefropatía en ratas [76] 

 

Inmunodetección, Western 

blot 

  

 Isquemia y reperfusión en 

riñones de ratas [77] 

Inmunoprecipitación, 

Western Blot 

  

MnSOD Islotes de páncreas de ratas 

hiperglicémicas [78] 

Inmunodetección, 

Espectrometría de masa 

Tyr 34 [50] Inactivación de la actividad 

catalítica [50, 65] 

 Fluido cerebroespinal de 

pacientes con Esclerosis 

lateral amiotrófica, 

Enfermedad de Parkinson y 

Alzheimer [79] 

Inmunodetección, Western 

Blot 

  

  

Aorta de rata envejecida [80] 

 

Inmunodetección, Western 

Blot, Detección por HPLC  

  

 Hígado de rata tratado con 

LPS [60] 

Proteómica   

 Tejido ocular de rata tratado 

con LPS [81] 

 

Inmunodetección   

 Rechazo de trasplante de 

riñón crónico de en humanos 

[65] 

 

Inmunodetección, Western 

blot 

  

 Rechazo de trasplante de 

riñón crónico de en ratas [76] 

 

Inmunodetección, Western 

blot 

  

 Isquemia y reperfusión de 

riñón de rata [77] 

Inmunoprecipitación, 

Western Blot 

  

  

Riñón de rata infundido con 

angiotensina II [82] 

Inmunohistoquímica, 

Westernblot, detección por 

HPLC  

  

  

Corazón de ratón Apo E-/- 

[83] 

 

Inmunodetección Western 

Blot 

  

 Corazón de ratón expuesto a 

humo de tabaco [83] 

Inmunodetección, Western 

Blot 

  

 Células beta e islotes de 

ratas hiperglicémicas [78] 

Hepatotoxicidad inducida por 

acetaminofeno [84] 

Inmunodetección, 

Espectrometría de masa 

Inmunodetección 
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1.6 Citocromo c 

El citocromo c es una hemoproteína globular de 12384 Da localizada en el espacio 

intermembrana de la mitocondria que funciona como carrier de electrones entre el 

complejo III y el IV. Su concentración en el espacio intermembrana es alrededor de 1 

mM [85]. Su función es el transporte de electrones desde el complejo III al complejo IV, 

donde se realiza la reducción del oxígeno por la citocromo oxidasa [1]. El citocromo c 

puede cambiar entre las formas redox férrico y ferroso, con un potencial (E0) 

característicamente alto de +260 mV [86]. 

Esta proteína posee un alto punto isoeléctrico (pH 10), debido a la presencia de 

nueve residuos de lisina altamente conservados. Al ser una proteína básica, con 

nueve cargas positivas no compensadas, su unión con la membrana mitocondrial es 

principalmente electrostática, uniéndose a fosfolípidos aniónicos, principalmente 

cardiolipina [87].  

En eucariotas, el citocromo c es una proteína con una secuencia altamente 

conservada. En particular, la presencia de 4 de las tirosinas de la secuencia a nivel de 

los residuos en posición 48, 67, 74 y 97 se encuentran conservados en un alto 

porcentaje [88]. Los aminoácidos involucrados en la unión con el grupo hemo del 

citocromo c son también conservados. Estos aminoácidos son la Cys 141 y 17; His18 y 

Met 80. La His 18 y la Met 80 coordinan la quinta y sexta posición de coordinación del 

hierro de la porfirina [87].  

El citocromo c de caballo presenta estos residuos en estas posiciones conservadas, 

por lo que se utilizó la proteína de esta especie para realizar estudios estructurales y 

funcionales. El citocromo c humano presenta 5 tirosinas (una tirosina extra, no 

conservada en posición 46). Ya que dicha tirosina no ha sido reportada nitrada in vivo, 

salvo en estudios con mutantes que no presentan ninguna otra tirosina [89], y no 

presenta un alto índice de conservación se referirá al citocromo c de caballo como 

citocromo c, asumiéndose que los estudios; tanto los reportados en literatura o en los 

resultados presentados en esta tesis; fueron realizados con la proteína de esta 

especie.  

                                                
1
 Se utilizó el código de tres letras para denominar los aminoácidos de una secuencia particular 

de una proteína mientras que para secuencias peptídicas se utilizó el código de una letra. Para 

referirse a un aminoácido en general se utilizó el nombre completo. Ver Anexo I.  
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Las modificaciones nitro-oxidativas que pueden sufrir las tirosinas en citocromo c en 

presencia de agentes oxidantes o nitrantes tales como peroxinitrito han sido 

estudiadas en profundidad [73, 74] y serán el foco de estudio de este trabajo. Las 

tirosinas del citocromo c así como su distancia del hierro del grupo hemo se observan 

en la Fig. 1.3. 

  

 

 

Fig. 1.3. Estructura tridimensional del citocromo c de caballo donde se indica la localización y 

distancias del grupo –OH del fenol de las tirosinas en la proteína (en Da) con respecto al hierro 

del hemo. Código PDB:1HRC 

 

1.6.1 Actividad peroxidasa de citocromo c y conformaciones alternativas 

Cambios en la coordinación del hierro por modificaciones estructurales en  el 

citocromo c, ya sean modificaciones conformacionales u oxidaciones de los 

aminoácidos que realizan la coordinación o aminoácidos adyacentes, pueden producir 

alteraciones en la función del citocromo c generando un cambio en su potencial redox 

en 250-300 mV y un aumento de la actividad peroxidasa de esta proteína. En 

condiciones normales, es decir cuando el hierro de encuentra en un estado 

hexacoordinado, el citocromo c es una peroxidasa con baja eficiencia catalítica pero 

cuando ocurre la disrupción del enlace entre la metionina en posición 80 y el hierro del 

hemo este cambio es el principal responsable de dicho aumento de actividad 
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peroxidasa. Esta propiedad, descrita hace más de 2 décadas por Radi et al [90], 

tendría vital importancia en procesos de iniciación apoptótica, como ha sido descrito 

por Kagan et al [91], principalmente por su interacción con cardiolipina  [92] y en 

particular por su capacidad de disparar procesos de lipoperoxidación en la membrana 

mitocondrial interna [93, 94]. 

La actividad peroxidasa de citocromo c, sufre incrementos cuando el citocromo c 

atraviesa cambios conformacionales, que permiten el desplazamiento de del sexto 

ligando del hemo de citocromo c por peróxidos de diferentes naturalezas, en particular 

en presencia de peróxidos de naturaleza lipídica [95]. Este estado se denomina estado 

de bajo espín "alternativo".  

El mecanismo de oxidación que procede a la actividad peroxidasa de citocromo c ha 

sido propuesto, implicando al grupo hemo y aminoácidos adyacentes al mismo, 

incluyendo tirosinas [96-100]. En particular, la nitración de este aminoácido genera un 

aumento la actividad peroxidasa. Esta modificación será discutida en profundidad en 

secciones posteriores.  

Dentro del mecanismo propuesto de la actividad peroxidasa de citocromo c se ha 

propuesto la formación de un compuesto I  de hemoperoxidasa (Fe4+=O) sin embargo 

este compuesto no se ha podido detectar en forma directa salvo en presencia de 

modificaciones químicas que estabilizan dicho compuesto tal como la 

carboximetilación de la Met 80 [101].  

La ausencia de la detección de este compuesto de oxo-hierro se debe, probablemente, 

a la inestabilidad del complejo oxo-hierro formado, lo que lleva, en ausencia de co-

sustrato reductor a la oxidación y apertura del grupo hemo (efecto denominado 

bleaching o blanqueamiento). 

1.6.2 Transición alcalina de citocromo c 

 

En la década de 1940, Throrell y Akesson demostraron que el citocromo c oxidado 

(ferricitocromo c) tiene cinco estados conformacionales diferentes dependientes del pH 

(rango 1-12) [102, 103] observados espectrofotométricamente. Estos cambios son 

consecuencia de modificaciones a nivel de la coordinación axial hemo y/o en la 

conformación de la proteína [85, 104]. El estado conformacional III es la especie 

dominante a pH fisiológico, y su estructura se ha estudiado extensamente [105-107]. 

La transformación de la especie del estado III (especie "neutra") al estado IV 

("alcalina") al aumentar el pH se denomina transición alcalina (que se produce con un 
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pKa de 9,3 aproximadamente,  dependiendo de la fuente de citocromo c [106]. Este 

cambio conformacional está presente en básicamente todos los citocromo c 

procariotas y eucariotas e implica el desplazamiento de Met 80 de su unión al hemo y 

su sustitución por otro ligando, Lys 72 o Lys 79 [105, 108] manteniendo el hierro en un 

estado de espín bajo; esta transición está controlada del punto de vista estructural por 

movimientos en un sector flexible de la proteína, uno de los omega-loop presentes en 

la proteína, ubicado entre los amino ácidos 70 al 85 [109]. 

1.6.3  Nitración de citocromo c por peroxinitrito 

El citocromo c nitrado ha sido detectado en varias situaciones patológicas (ver tabla II) 

y la nitración de esta proteína ha sido estudiada extensivamente [74, 110, 111]. En 

particular, en el trabajo de Batthyany et al [73] se determinan los principales sitios de 

nitración de citocromo c por peroxinitrito, los cuales son principalmente a nivel de las 

Tyr 74 y 97. La nitración de tirosinas en  citocromo c genera un cambio funcional en la 

proteína, con un aumento de su actividad peroxidasa [74] y dicho cambio funcional 

tiene un origen conformacional, dado que la nitración  agregar un grupo voluminoso 

como es el grupo nitro (-NO2, de 45 Da) genera, entre otros, cambios en el pKa del 

grupo fenólico (acidificación del mismo en más de una unidad de pH).  Recientemente, 

estudios por NMR paramagnético realizados con citocromo c mononitrado en Tyr 97 o 

74 mostraron que la nitración, particularmente a nivel de la Tyr 74, favorecen el cambio 

conformacional de citocromo c de estado III a IV (“transición alcalina”) a pH fisiológico 

(pH 7,4) [112].  

La nitración de citocromo c a nivel de una tirosina, tal como Tyr 97 o 74 genera 

cambios en la proteína que van, a nivel biológico, desde la inducción de actividad 

peroxidasa (reducción de peróxidos tales como peróxido de hidrógeno en 

concomitancia la oxidación sucesiva de un segundo sustrato via un ciclo dependiente 

del grupo hemo); pérdida de a capacidad de transporte electrónico en la cadena 

respiratoria [73, 74] y pérdida de la capacidad de inducir el apoptosoma [113].  

1.6.4 Otras modificaciones relevantes de citocromo c  

Otras modificaciones postraduccionales que muestran relevancia biológica y que 

derivan de procesos oxidativos que ocurren in vivo incluyen la oxidación de la Met 80 

por ácido hipocloroso, generado por la activación de neutrófilos. Dicha oxidación 

consta de la adición de 1 o 2 átomos de oxígeno al la Met80 y esta modificación, que 

induciría la aparición de conformaciones alternativas de citocromo c, aumentan la 

actividad peroxidasa de dicha proteína [114].  
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Por otra parte se ha reportado que citocromo c es capaz de reaccionar con oxígeno 

singulete (O2(
1Δg)) generando cambios en la coordinación del hierro hacia un estado 

de alto espín [115].  

A nivel biológico es también sumamente importante la fosforilación del citocromo c 

residuos de tirosina (particularmente las Tyr 97 y 48), que podría estar asociado a 

cambios conformacionales del mismo por modificaciones de la interacción de la Met 80 

con el hierro del grupo hemo. Dicha modificación ejerce efectos en el control de la 

respiración celular [116, 117] y en el inicio de la apoptosis mediada tras la interacción 

con cardiolipina [118]. 

1.6.5 Cardiolipina 

La cardiolipina (1,3-bifosfatidil-sn-glicerol) es un fosfolípido único, con una estructura 

dimérica en la cual dos grupos de ácido fosfatídico se encuentran unidas por un 

glicerol central [119]. Este fosfolípido, que se encuentra exclusivamente en 

membranas de mitocondrias  y procariotas, fue descubierto en 1942 por M. Pangborn. 

El nombre “cardiolipina” deriva del tejido donde fue extraído por primera vez, tejido 

cardíaco bovino [120].  

La estructura de este fosfolípido se observa en la Fig. 1.4.  

 

Fig. 1.4. Estructura de cardiolipina (a) Estructura lineal del lípido, los grupos representados con 

“R” representan ácidos grasos. Tomado de Hsu et al [121]. (b) Conformación en la bicapa de 

tetralinoleil-cardiolipina, obtenido por modelado molecular. Las flechas indican los grupos 

fosfato. Tomado de Schlame et al [122]. 

Cada grupo fosfato de la cardiolipina contiene un protón acídico, con diferentes niveles 

de acidez (pK1= 2.8 y pK2>7.5). Las diferencias en los pKas se deben a la formación 

de un puente de hidrógeno intramolecular del segundo fosfato con el hidroxilo 2’ del 

glicerol central [123].  

a) b) 
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Una característica a tener en cuenta es que, a pesar de la aparente simetría de la 

estructura de este fosfolípido,  esta posee dos componentes distintos, aún en 

presencia de de cuatro residuos acídicos iguales, debido a la presencia de dos centros 

quirales en cada glicerol exterior, dando lugar a diasterómeros tales como R/R, S/R, 

S/S Y R/R. La cardiolipina natural se encuentra en la forma R/R [119]. 

Localización: La cardiolipina se encuentra localizada principalmente en la membrana 

interna de la mitocondria [124], y en los lugares de contacto intermembrana, en los que 

jugaría un rol importante en su formación debido a su capacidad de formar estructuras 

monocapa [122].  

Función: Si bien su función específica no está completamente entendida, la propiedad 

de la cardiolipina de unirse a proteínas es la más interesante. Esta interacción 

involucra tanto unión no-covalente como activación funcional y es notable que, a pesar 

de que la esta unión es relativamente no-selectiva, muchas proteínas prefieren unirse 

a cardiolipina frente a otros fosfolípidos. La razón de esta preferencia podría estar 

dada tanto por la estructura de la propia cardiolipina como en alguna característica que 

compartirían ciertos dominios hidrofóbicos de proteínas [122].  

En la membrana interna mitocondrial este fosfolípido interacciona con un gran número 

de proteínas, como se muestra en la Tabla 1.2. 

Compartimiento mitocondrial  Proteína 

Membrana interna Carrier ADP-ATP 

 Carrier de fosfato 

 Carrier de piruvato 

 Carrier de carnitina 

 Complejo I 

 Complejo III 

 Citocromo oxidasa (Complejo IV) 

 ATP sintasa 

 Citocromo P450 SCC 

 Cardiolipina sintasa 

Espacio intermembrana Citocromo c 

 Creatina quinasa  

 

Tabla 1.2. Proteínas unidas a cardiolipina en mitocondria. Tomado de Schlame et al [122] 
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1.6.6 Interacción citocromo c con cardiolipina y otros lípidos 

Es importante mencionar la interacción con citocromo c con la cardiolipina ya que esta 

interacción lípido-proteína puede producir cambios en la estructura secundaria y 

terciaria del citocromo c [125], inducidos por interacciones electrostáticas con las Lys 

72 y 73 y o la Asn 52 que se uniría a fosfolípidos protonados mediante puentes de 

hidrógeno.  

La unión del citocromo c los diferentes fosfolípidos se da por dos sitios de unión, el 

sitio A (donde participan las Lys 72 y 73), que facilita las interacciones electrostáticas y 

el sitio C (Asn 52), opuesto en la proteína al sitio A, que se uniría con alta afinidad a 

fosfolípidos ácidos protonados mediante puentes de hidrógeno o generando 

interacciones hidrofóbicas [126-128]. 

El sitio de unión A del citocromo c no genera, tras la unión con un fosfolípido, cambios 

críticos a nivel de su estructura secundaria y la unión puede ser revertida por ATP. El 

sitio C sin embargo, si genera cambios que incluyen modificaciones en la absorción de 

las bandas de Soret, sugiriendo que el cambio conformacional involucra al hemo y, si 

bien el ATP puede reaccionar con dicho sitio, no puede revertir la conformación, tal 

como sucede en el sitio A [129]. 

Se han reportado además otros sitios de unión de lípidos al citocromo c, tal como el 

sitio L, que sería una segunda zona donde se concentran aminoácidos cargados 

positivamente, específicamente Lys 22, Lys 25, His 26, Lys 27 e His 33) [130]. 

En la mitocondria, el citocromo c se encuentra formando dos conjuntos. Uno  es el que 

se separa fácilmente de la membrana por cambios en la fuerza iónica, siendo el que 

participa en el transporte de electrones de la cadena respiratoria, y el otro (15 %) es el 

que se encuentra fuertemente asociado a la cardiolipina. Este último grupo no participa 

en la cadena respiratoria y es el responsable de la actividad peroxidasa del citocromo 

c [131].  

1.6.7 Papel de la mitocondria en la apoptosis: rol del citocromo c 

La participación de la mitocondria en la apoptosis se encuentra muy bien 

documentada, y el citocromo c juega un rol primordial en el proceso, así como también 

la cardiolipina. 

Se pueden definir dos puntos cruciales en el desencadenamiento de este evento: El 

primero es la liberación de proteínas del espacio intermembrana de mitocondrial (tales 
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como el citocromo c) y el segundo es la alteración de múltiples parámetros 

mitocondriales que llevan a la disfunción [132]. 

Las etapas relacionadas con la liberación de citocromo c en el proceso de apoptosis, 

mediado por citocromo c han sido descritas en un curso temporal: 1) migración de la 

cardiolipina de la parte interna a la externa de la membrana interna mitocondrial, 

facilitada por la fosforilación de la enzima escramblasa [133-135]. 2) Formación de un 

complejo de alta afinidad entre citocromo c y cardiolipina, con actividad peroxidasa 

[136]. 3) Peroxidación selectiva de cardiolipina por la actividad peroxidasa de 

citocromo c [137, 138]. 4) Disociación del citocromo c de la cardiolipina oxidada y 5) 

participación de dicha cardiolipina en la permeabilización de la membrana mitocondrial 

[91]. 

Una vez que el citocromo c es liberado, forma un complejo oligomérico con el Factor 1 

activador de proteasa de la apoptosis (Apaf-1) y la caspasa 9, formando lo que se 

conoce como “apoptosoma”, que activaría las procaspasas 3 y 7, desencadenando los 

procesos de apoptosis [132, 139, 140]. Recientes estudios muestran que la 

cardiolipina es el único fosfolípido que sufriría una oxidación temprana durante la 

apoptosis, siendo esta oxidación catalizada por una actividad cardiolipina oxidasa 

específica de citocromo c. Este estudio muestra que la oxidación de la cardiolipina 

mediada por citocromo c es esencial para la liberación de factores proapoptóticos 

desde la mitocondria hacia el citosol [91]. 

Recientemente, se ha determinado un nuevo factor en la liberación de citocromo c 

fuera de la mitocondria dado que la propia conformación del citocromo c podría 

determinar el destino del mismo. En estos estudios se utilizaron formas mutantes de 

citocromo c donde, al mutar la Met 80 por Ala se induce la activación de la actividad 

peroxidasa de citocromo c y se observó que dicho citocromo, si bien se trasloca 

preferencialmente al citoplasma, no permanecía en ese espacio subcelular sino que se 

traslocaba nuevamente al núcleo evitándose el inicio de la apoptosis [141]. Por otra 

parte, y dentro de la misma línea, se realizaron estudios mutando uno de los 

aminoácidos de sitio A de unión a lípidos (Lys72Ala) en animales (“knock-in”). En ese 

trabajo se observó que, si bien el citocromo c era capaz de participar en la 

transferencia de electrones, no es capaz de activar Apaf-1y por lo tanto incapaz de 

iniciar la muerte celular programada [142].  
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De esto se deduce que los cambios que pueda el citocromo c pueden conducir a 

diferentes resultados, desde la iniciación de la apoptosis por su interacción con 

cardiolipina como a la inhibición de la misma.  

1.6.8 Aspectos inmunoquímicos e inmunológicos del citocromo c 

El citocromo c posees propiedades antigénicas y debido al hecho que los anticuerpos 

monoclonales son sensibles a la conformación del antígeno, la producción de 

diferentes anticuerpos monoclonales anti-citocromo c puede ser aprovechada para 

evaluar diferentes cambios conformacionales de la proteína, utilizando dicha 

herramienta para seguir tanto su aparición in situ en sistemas biológicos como para 

detectar cambios conformacionales en dicha proteína tras la interacción con diversos 

compuestos tales como lípidos u oxidantes. 

 Actualmente existe anticuerpos dirigidos contra citocromo c de diferentes especies, 

los que han sido de gran utilidad para estudiar el papel del citocromo c en la apoptosis 

celular y otros procesos que involucran la salida del citocromo c de la mitocondria al 

citosol u otros compartimentos [141, 143, 144] 

Los anticuerpos monoclonales producidos contra citocromo c de diferentes especies 

de mamífero se unen a dos regiones antigénicas mayores, localizadas en diferentes 

superficies de la molécula [143, 145]. La región que comprende los residuos 44 y/o 47 

se sitúa en una curva por debajo de la hendidura donde se ubica el grupo hemo. La 

otra región que comprende los residuos 60 y/o 62 se sitúa en una superficie 

relativamente plana y se extiende hasta los residuos 100 a 104.  

Particularmente, Jemmerson et al han producido un grupo diverso de anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra citocromo c de diferentes especies que difieren en 

aspectos estructurales en regiones específicas, para definir la respuesta generadora 

de anticuerpos a epítopes levemente diferentes. Utilizando esta aproximación 

inmunoquímica, particularmente utilizando la clona 1D3, que no une citocromo c nativo 

sino solamente una conformación alterada,  se ha detectado la aparición de 

conformaciones alternativas de citocromo c en modelos celulares [141, 145].  

La aparición de estas formas no nativas de citocromo c ocurre tanto en condiciones de 

desencadenamiento de la apoptosis [145] como bajo otros estímulos no apoptóticos  

[141] y datos recientes apoyan la idea que el citocromo c nitrado en Tyr-97 podría 

contribuir a respuestas autoinmunes [146], en particular en aquellas condiciones de 

lesión celular donde hay liberación de citocromo c al espacio extracelular [147] donde 

incluso una pequeña fracción de citocromo c liberado podría desencadenar la 
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generación de auto-anticuerpos contra formas modificadas y conformaciones 

alternativas de citocromo c. 

1.7 Superóxido dismutasa 

En 1939, Mann y Keilin identificaron en eritrocitos bovinos una proteína verde-azulada, 

de 34000 Da, con contenido de cobre, que se denominó “hemocupreína” [148]. 

Proteínas con similar tamaño y contenido de cobre fueron halladas en diversos tejidos 

y fueron llamadas “eritrocupreína” (aislada de eritrocitos humanos), “cerebrocupreína” 

(aislada de cerebro humano) y “hepatocupreína” (aislada a partir de tejido hepático 

bovino y equino). Todas las proteínas mencionadas anteriormente, a pesar de haber 

sido estudiadas estructuralmente, no presentaban ninguna función asociada, hasta 

que trabajos en el laboratorio de Joe Mc Cord e Irwin Fridovich en 1969 llevaron a la 

propuesta de una actividad enzimática insospechada: la catálisis de la dismutación o 

desproporcionación de superóxido [149]. Este descubrimiento tuvo una importancia 

fundamental, ya que fue una prueba contundente de la formación in vivo de especies 

radicalares, específicamente del superóxido. 

Esta enzima fue denominada entonces superóxido dismutasa, y su nombre completo 

sería superóxido: superóxido oxidorreductasa (I.U.B.: 1.15.1.1.) [150] 

La reacción catalizada por esta enzima es: 

O2
.- + O2

.- + 2 H+   O2 + H2O2   (1)     

Básicamente, la superóxido dismutasa cataliza la dismutación de 2 moléculas de 

superóxido a una molécula de oxígeno y una de peróxido de hidrógeno, vía la 

oxidación y reducción (por mecanismo de ping-pong) del metal del sitio activo.  

La constante de reacción entre la SOD y el superóxido es generalmente 2 x 109 M-1s-1 

[151], y su concentración de 10 x 10-6 M, lo cual le da una velocidad de reacción en 

condiciones fisiológicas varios órdenes de magnitud mayores a la dismutación 

espontánea del superóxido, que como se mencionó anteriormente, posee una 

constante de reacción, a pH fisiológico, de 2 x 105 M-1s-1 y una concentración de 10-10 

M [151, 152]. 

A pesar que la primera de las superóxido dismutasas identificada tenía contenido de 

cobre, se han reportado varios tipos diferentes, basados en los requerimientos de 

diferentes especies metálicas en el sitio activo, pero que catalizan la misma reacción. 

Esquemáticamente se agrupan en al menos 3 familias: Las superóxido dismutasa que 
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contienen manganeso o hierro, que presentan homología estructural, la superóxido 

dismutasa con centro bi-nucleado de cobre y cinc  y la superóxido dismutasa de níquel 

[14]. 

 

A continuación se detallarán características de dos de estas enzimas, la superóxido 

dismutasa de cobre y zinc y la superóxido dismutasa de manganeso. En el caso de la 

última, se realizará un análisis de las consecuencias y los mecanismos asociados a la 

nitración de tirosina y las consecuencias de la misma.  

 

1.8 Superóxido dismutasa de cobre y cinc (CuZnSOD)  

Esta enzima fue la primera de las superóxido dismutasas en ser identificada, aunque 

su contenido de Zn fue determinado posteriormente. Tiene un color verde-azulado 

debido a la presencia de un átomo de cobre en su sitio activo, esencial para la 

catálisis. La CuZnSOD se encuentra en virtualmente todos los organismos 

eucarióticos, aunque también se ha revelado su presencia en procariotas. En 

humanos, esta proteína es codificada por el gen sod1, que se encuentra en el 

cromosoma 21 del genoma [153, 154]. La CuZnSOD presenta como una característica 

particular su notoria estabilidad, resistiendo tratamientos altamente agresivos, como 

tratamientos con acetona o exposición a temperatura ambiente durante horas sin 

mayor pérdida de actividad [149]. Su mecanismo de acción se puede simplificar como:  

 

E-Cu2+ + O2
.- 
 E-Cu+ + O2    (2)  

E-Cu+ + O2
.- + 2H+  E-Cu2+ + H2O2   (3)  

 

Durante esta reacción, el cobre del sitio activo pasa de un estado oxidado a uno 

reducido, para luego, recobrar su estado oxidado original Cu+2, pudiendo de esta 

manera comenzar otro ciclo catalítico [149]. 

Sitio activo: El sitio activo, que contiene un ion de cobre y uno de cinc por monómero, 

se compone de dos grandes bucles que conectan las cadenas  [155].  
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El cobre del sitio activo, que es reducido y oxidado alternativamente durante la 

reacción enzimática, se encuentra ligado por los nitrógenos imidazólicos de cuatro 

residuos de histidina (His 46, 48, 63 y 120) con una geometría de “cuadrado plano 

distorsionado” [156]. El arreglo y orientación de estos ligandos de histidina hacen que 

la orientación axial del ion de cobre sea más abierta hacia el lado del solvente que 

hacia el lado proteico, permitiendo la unión de una molécula del solvente al metal 

[155]. Diversos estudios (incluyendo NMR), han revelado, de hecho, la existencia de al 

menos una molécula de agua coordinada débilmente al cobre, 2.5Å en posición axial 

con respecto al cuadrado plano distorsionado [156-158]. El ion de cinc, también 

presente en el sitio activo se encuentra ligado por tres histidinas (His 63, 71 y 80) y por 

un oxígeno proveniente de un residuo de aspartato (Asp 83). La geometría de los 

ligandos del cinc es tetraédrica, con una fuerte distorsión hacia el residuo de Asp 83, 

que se encuentra en el ápice. De la descripción realizada de los ligandos de ambos 

metales en el sitio activo, se desprende el rol crucial del residuo de histidina 63, que 

une ambos cofactores. En este residuo, el anillo imidazólico se encuentra en forma 

planar con respecto a ambos metales. Datos espectrofotométricos sugieren que esta 

unión permanece estable en un rango de pH de 5 a 9.5, nivel en el cual la actividad de 

la CuZnSOD no se altera [155]. 

 

Fig 1.5. Estructura esquemática de las formas y dimensiones del sitio activo de la CuZnSOD 

humana [155]. 

La CuZnSOD no posee tirosinas en su secuencia (PDB: 1SPD), sin embargo es 

susceptible a la inactivación por peroxinitrito, reaccionando con el mismo con una 

constante de reacción de (9,4 ± 1,0) x 103 M-1s-1 por monómero [159].  
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1.9 Superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD) 

En eucariotas, la MnSOD se localiza a nivel de la matriz mitocondrial lugar que, como 

se mencionó previamente, es uno de los principales sitios de producción de 

superóxido a nivel celular.  

La MnSOD es una enzima esencial, tal como fue reportado por Li y colaboradores 

[160] donde ratones knock-out para esta enzima (sod2 -/-) morían dentro de los 10 

días de nacimiento, cuando la vida promedio de estos animales es de 24 meses.  

Los ratones knock out mostraron además retardos en el crecimiento y con hipotermia e 

hipotonía.  Otros reportes utilizando estos animales que carecen de MnSOD mostraron 

que tiene baja tolerancia al oxígeno [161, 162] y a nivel celular un crecimiento anormal 

y errores en la transducción de señales [163]. Otros estudios, realizados con ratones 

heterocigotos para la MnSOD (sod2+/-) o ratones con el gen para esta enzima 

atenuado, mostraron aumentos en infartos cerebrales, muerte neuronal acelerada y un 

incremento de las disfunciones vasculares relacionadas con el envejecimiento  [162-

164]. 

 

Estructura: La masa molecular de la MnSOD humana es de aproximadamente 88 

kDa y se compone de cuatro subunidades idénticas, cada una conteniendo un átomo 

de manganeso. [165]. Todas la MnSOD descritas hasta el momento existen como 

dímeros o tetrámeros, dependiendo de la interacción entre dímeros, que puede no 

existir tal como ocurre en la MnSOD de escherichia coli o saccaromyces cereviseae 

[166].  

A nivel de estructura secundaria, la MnSOD humana se compone de una mezcla de α 

hélice y hojas, similar a la estructura cristalográfica reportada para T. termophilus 

[167].  

La MnSOD humana, al igual que su par conteniendo cobre y zinc, posee un anillo de 

carga electrostática positiva rodeando al sitio activo que facilitaría el acceso del 

sustrato. A partir de los cristales obtenidos para la MnSOD [168, 169] se ha 

determinado la conformación del sitio activo, que consiste en un átomo de Mn por en 

un ambiente trigonal-bipiramidal distorsionado, coordinado por 3 residuos de histidina, 

un aspartato y una molécula de H2O o OH- por molécula (Fig. 1.6). 
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Fig. 1.6. Estructura del sitio activo de MnSOD, donde se observa el centro de Mn, tres His (74, 

26 y 163), un Asp, y la molécula de solvente (OH
-
/H2O) y en la segunda esfera de coordinación 

se observa la Tyr 34. Tomado de Moreno et al [170] 

 

 El entorno al sitio catalítico se caracteriza por una red de puentes de hidrógeno que 

consiste en moléculas de solvente (agua) y varios residuos claves. Dichos residuos, en 

la MnSOD humana son: Gln143, Tyr34, His30 y Tyr166 y también son necesarios para 

la actividad de la enzima [168, 171].   

Mecanismo: El mecanismo propuesto para la MnSOD es “ping-pong”, en el cual el 

metal oscila entre los estados III y II, tal como se muestra en las siguientes ecuaciones 

[172, 173]: 

 

Mn3+ + O2
•- → Mn 2+ + O2    (4) 

Mn2+ + O2
•-+ 2 H+ → Mn 3+ + H2O2      (5) 

 

Al igual que con CuZnSOD, la alta constante de reacción de MnSOD con su sustrato, 

superóxido (1.5 y 1.1 x109 M–1s–1 para cada semi-reacción) [174], se explica por la 

presencia de un de un canal de entrada que “guiaría” al superóxido al sitio activo.  

Cambios en los residuos que componen dicho canal podrían afectar la constante de 

reacción para cada semi-reacción, disminuyéndolas.  

Dentro de los residuos que se localizan cercanos al sitio activo, la tirosina 34 ha 

generado un interés particular. Estructuralmente, la tirosina 34, dado que se encuentra 

localizada en el túnel de acceso del sustrato, juega un rol central en el proceso de 

migración [174], sugiriendo que además, la Tyr 34 juega un rol importante en el 

segundo paso de catálisis [175, 176], donde el primer paso, la oxidación de superóxido 
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a oxígeno molecular, ocurre por un mecanismo de asociación y el segundo paso 

(reducción de superóxido a peróxido de hidrógeno), ocurre por un mecanismo de 

transferencia de electrones en una segunda esfera, sin que el superóxido coordine 

directamente con el metal del sitio activo. Resultados obtenidos con mutantes 

puntuales en la Tyr 34 de MnSOD humana muestran que el reemplazo de este residuo 

por otros tales como Phe, Ala, Arg o His genera un “hueco” en la zona del sitio activo, 

que es reemplazado por una molécula de agua que reinstaura la cadena de puente de 

hidrógeno del sitio activo de manera que la estructura y el ensamblaje del sitio activo 

no es modificado pero que genera una disminución significativa en la constante de 

velocidad de la reducción de superóxido [174, 177]. 

 

 

Fig. 1.7. Estructura tridimensional MnSOD humana donde se indica la localización y distancias 

(en Å) del grupo –OH del fenol de las tirosinas en la proteína (en Da) con respecto al átomo de 

manganeso del sitio activo. Código PDB:1LUV 
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1.9.1 Nitración de MnSOD 

La nitración de MnSOD es uno de los principales ejemplos de nitración de tirosinas 

con consecuencias funcionales, tal como se ha detallado en la Tabla 1.1.  y, tal como 

se ha mencionado anteriormente, se relaciona con una amplia variedad de 

condiciones patológicas en humanos, tales como rechazo de órganos (primer 

condición donde se reportó la nitración de esta enzima in vivo [65]); 

isquemia/reperfusión; aterosclerosis y tumorigénesis [77, 178].  

Tal como se ha descrito previamente, la Tyr 34 en MnSOD humana es un residuo del 

sitio activo de la enzima, cercano (5.5 Å) del átomo de Mn, pero no unido directamente 

a él. La Tyr 34 es altamente conservada en MnSOD tanto eucariota como procariota 

así como en FeSOD de bacterias y otros microorganismos [168].  

A pesar de que la MnSOD humana posee 10 residuos de tirosina en su secuencia 

(cuya posición y distancia al sitio activo se muestran en la Fig. 1.7) es nitración de la 

Tyr 34 la que ha sido determinada como la modificación causante de la inactivación de 

la enzima, tanto in vivo como in vitro [40, 50]. El mecanismo de inactivación de esta 

enzima por nitración, particularmente por peroxinitrito, fue determinado por Quijano et 

al [18], quien determinó además que existe una reacción directa del peroxinitrito con el 

metal del sitio activo (k= 1,0 x 105 M-1s-1).  

Dado que la función detoxificadora de la MnSOD es esencial para la funcionalidad 

celular y la homeostasis mitocondrial, la nitración de MnSOD en Tyr 34 y su 

consecuente inactivación tiene consecuencias a nivel celular, tanto a nivel 

bioenergético como a nivel del control de la muerte celular, en la cual la mitocondria 

juega un rol preponderante.  

La función de la tirosina 34, y su rol tras la nitración ha sido previamente estudiada 

habiéndose generado un cristal de MnSOD nitrada a nivel de la Tyr34  [171] donde se 

observa que la nitración de este residuo no genera un cambio conformacional 

significativo, infiriendo que el cambio que genera dicha modificación genera otro tipo 

de cambio en la proteína. De hecho, tal como se mencionó previamente, la nitración 

genera cambios a nivel del pKa del grupo fenólico de la tirosina de 10 a 7,5 [25, 50]. 

Este cambio podría interrumpir la red de puentes de hidrógeno en la que participa la 

Tyr34, afectando de esa manera el ciclo catalítico. Otra de las teorías que explican la 

pérdida de actividad de la enzima tras la nitración de este aminoácido es la que 

propone que es el impedimento estérico del grupo nitro el que impide la llegada del 
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superóxido al átomo de Mn, inhibiendo así la actividad de la enzima [171], lo cual se 

estudiará en el marco de esta tesis.  

1.9.2 Controversia frente a la constante de reacción de MnSOD y 

peroxinitrito 

 

Tal como se mencionó previamente, en el año 2001, Quijano y colaboradores 

determinaron la constante de reacción de MnSOD con peroxinitrito. En dicho trabajo 

se determinó también que el peroxinitrito reacciona directamente con el átomo de Mn 

del sitio activo, siendo la constante de segundo orden para la MnSOD humana de 1,0 

± 0,2 x 10 5 M-1s-1, por tetrámero, y 1,4 ± 0,2 x 10 5 M-1s-1 para la MnSOD de E. coli , 

por dímero, a pH 7,47, 37°C [18] y dicha constante de reacción depende en su mayor 

parte en la reacción del peroxinitrito con el metal. Los valores por monómero para 

cada enzima son 2,5 x 104 M-1s-1 y 7,0 x 104 M-1s-1 para MnSOD humana y de E. coli, 

respectivamente.  

En un artículo reciente, Groves y colaboradores reportaron una constante de reacción 

de MnSOD de E. coli con peroxinitrito que difiere de los resultados previamente 

reportados por Quijano, con un valor de 9,3 ± 0,9 x 102 M-1s-1 [179]. Este valor es 

llamativamente bajo dado el contenido de aminoácidos de la enzima y la presencia del 

átomo de Mn, que es responsable de casi un 70% del valor de la constante de MnSOD 

con peroxinitrito [18, 180]. Es por esta razón que surge la necesidad de re-estudiar 

esta reacción de manera de definir un valor confiable para esta constante.  

1.9.3 Polimorfismos de MnSOD asociados a cáncer y reactividad 

aumentada de tioles 

Además de modificaciones post-traduccionales asociadas con la inactividad de la 

enzima, en MnSOD se han descrito polimorfismos, particularmente mutaciones 

puntuales de diferentes aminoácidos, que se han asociado con diferentes patologías 

en las que se destacan diferentes tipos de cáncer y diabetes [181-184]. Por otra parte, 

en líneas celulares derivadas de células cancerígenas o que sufren algún otro tipo de 

transformación (inmortalización de la línea) se observan niveles disminuidos de 

MnSOD, además de una alta sensibilidad a compuestos reactivos a tioles, que causan 

una completa inhibición de su actividad enzimática [185].   

Una de las diferencias significativas de la MnSOD de mamíferos (incluyendo a la 

humana) es la presencia de 2 residuos de cisteína (Cys 140 y 196) que no se 
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encuentra presente en sus homólogas de procariotas, hongos o plantas. De esas 2 

cisteínas, solo la Cys 196 es reactiva frente a agentes alquilantes u otros reactivos 

para sulfhidrilos y su bloqueo no afecta la actividad enzimática de la MnSOD [186]. La 

reactividad de la Cys 140, que se encuentra poco expuesta al solvente no ha sido 

estudiada. Dentro del marco de la tesis se estudiará la sensibilidad de tioles en 

MnSOD que presentan polimorfismos asociados con cáncer o células tumorales.  
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2 Materiales y métodos 

2.1 Materiales  

Los siguientes reactivos fueron comprados en Sigma: fosfato de potasio monobásico y 

dibásico, nitrito de sodio, bicarbonato de sodio, citocromo c.  

El peróxido de hidrogeno es de Mallinkrodt y su concentración fue determinada a partir 

de su absorbancia a 240 nm (=43.6 M-1cm-1).  

Los lípidos (tetraoleil cardiolipina, dioleil fosfatidil colina, dilauril fosfatidil colina, 

oleil,estearoil fosfatidil colina) son de Avanti Lipids.  

El dador de óxido nítrico espermina/NONOato y el 5,5’ dimetil-1-pirrolin-N-óxido 

(DMPO) son de Alexis. Metil nitroso propano es de Aldrich.  

Los solventes orgánicos utilizados son de Baker. El intercambiador aniónico DEAE-

sepharosa CL-6B es de Pharmacia.  

2.2 Métodos 

2.2.1 Síntesis de peroxinitrito 

 El peroxinitrito fue preparado a partir de peróxido de hidrógeno en medio ácido y 

nitrito, tal como se describe en [187].  La contaminación de peróxido de hidrógeno del 

peroxinitrito sintetizado fue eliminada por el agregado de dióxido de manganeso. La 

concentración de peroxinitrito fue determinada por medida de absorbancia a 302 nm 

(302= 1.67 mM-1 cm-1) [188]. La concentración de peróxido de hidrógeno fue medida 

por absorbancia a 240 nm (ε = 43.6 M-1 cm-1 [189]). La concentración de nitrito fue 

medido por la técnica de Griess [190] luego que se descompuso el peroxinitrito en una 

solución de fosfato monobásico a pH ácido (5,5). Se utilizó peroxinitrito conteniendo 

menos de 30% de nitrito.  

2.2.2 Purificación de citocromo c nativo 

 El citocromo c oxidado (citocromo c+3) de caballo utilizado en los ensayos fue obtenido 

en Sigma (purificado sin la utilización de ácido tricloroacético) y re-purificado para su 

utilización por intercambio catiónico (columna preparativa TSK-Gel SP-5PW, 21,5 mm 

x 15 cm, Tosoh Bioscience) [73], utilizando un equipo de HPLC (Agilent 1200 series), 

detectando el pico de citocromo c oxidado nativo por absorbancia a 280 nm.   
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2.2.3 Expresión de citocromo c recombinante nativo y mutado en tirosinas 

Citocromo c recombinante “pseudo-wild type” y citocromo c mutado en tirosinas: El 

citocromo pseudo-wild type y los citocromo c equinos mutados en tirosinas fueron 

expresados y purificados por la Mag. Verónica Tortora, del Departamento de 

Bioquímica de Facultad de Medicina. Brevemente, para la expresión del citocromo c 

pseudo-wild type se utilizó el plásmido pJRhrsN2 (provisto por el Dr. Jon Rumbley, del 

Departamento de Química del la Universidad de Minnesota) que codifica para el 

citocromo c recombinante con 2 sustituciones H26N y H33N, sustituciones que 

permiten el correcto plegamiento en un sistema de expresión bacteriano. Sobre ese 

plásmido se realizaron luego las diferentes mutaciones de tirosinas por fenilalaninas: 

Y97F, Y74F, Y67F y Y48F utilizando el kit de mutagénesis dirigida QuikChange II. Los 

plásmidos resultantes fueron transformados en una cepa de Escherichia coli BL21 Star 

(DE3) (Invitrogen). Las proteínas fueron expresadas y purificadas según Rumbley et al 

[191] Las proteínas fueron purificadas utilizando una columna de flujo rápido con CM- 

Sepharosa  (Amersham Biosciences). El criterio para determinar que las muestras son 

puras es una relación de absorbancia mayor a 4 entre 410/280 nm. Se verificó dicha 

pureza por SDS-PAGE, tiñéndose con Azul de Coomasie. Para los ensayos de NMR 

se utilizó el plásmido que codifica para el citocromo c equino pseudo wild-type” crecido 

en medio mínimo M9, con fuente de nitrógeno (cloruro de amonio; NH4Cl) marcado 

con 15N, obteniéndose un citocromo c marcado con este isotopo.  

2.2.4 Síntesis y purificación de citocromo c mononitrado en tirosina 97 y 

74 

El citocromo c mono-nitrado utilizado en la generación de anticuerpos específicos 

contra formas alternativas de citocromo c fueron purificados a partir de una mezcla de 

citocromo c, el cual fue nitrado por infusión de peroxinitrito de acuerdo a lo reportado 

por Batthyany et al [73]. Brevemente, citocromo c+3 (1 mM) fue infundido con 

peroxinitrito 67 mM durante media hora con un flujo de 1 µL/min durante 20 minutos en 

presencia de bicarbonato de sodio en buffer fosfato de potasio 200 mM, conteniendo 

0.1 mM DTPA. Los citocromos mono-nitrados se purifican por intercambio catiónico 

(columna preparativa TSK-Gel SP-5PW, 21,5 mm x 15 cm, Tosoh Bioscience) [73], 

utilizando un equipo de HPLC (Agilent 1200 series). Los picos correspondientes a 

citocromo c mono-nitrado en tirosina 97 o 74 fueron colectados y re-purificados 

utilizando la misma columna. Los picos colectados fueron testeados por 

espectrometría de masa de manera de asegurar la nitración específica de la tirosina 

requerida. 
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2.2.5 Síntesis y purificación de citocromo c carboximetilado 

Citocromo c carboximetilado se preparó a partir de citocromo c de caballo oxidado, 

purificado como se describió previamente. La carboximetilación a nivel de las 

metionina 65 y 80 se realizó incubando 8 mg de citocromo c en  ácido bromoacético 

(0,18M) pH 7 y cianuro de potasio (0,1 M) pH 7 en amortiguador Tris-HCl pH 7,0. La 

reacción se llevó a cabo a 28°C durante 26 horas, cuando se considera que la 

reacción se ha completado [110]. Se purificó a partir de la mezcla obtenida el pico 

mayoritario por intercambio catiónico (columna preparativa TSK-Gel SP-5PW, 21,5 

mm x 15 cm, Tosoh Bioscience), utilizando un equipo de HPLC (Agilent 1200 series) y 

se verificó la doble carboximetilación por espectrometría de masa (MALDI-TOF). La 

concentración de citocromo c carboximetilado se determinó espectrofotométricamente 

utilizando los coeficientes de absorción molar 416= 106 mM-1cm-1 [192] 

2.2.6 Preparación de liposomas unilamelares 

Los liposomas unilamelares se prepararon a partir de tetraoleil cardiolipina (TOCL) y 

fosfatidil colina (di-lauril o di-estearoil) en relación 1:1, por sonicación (según lo 

reportado en www.avantilipids.com). Cada fosfolípido, a partir de un stock en 

cloroformo (guardado a -20°C), fue mezclado y secado bajo atmósfera de argón. 

Luego, los lípidos fueron mezclados en buffer fosfato 20 mM, 100 μM DTPA (pH 7.4 

por agitación y sometidos a sonicación con un sonicador de punta (Vibracel, Sonic 

Materials, Danbury CT, USA) 5 veces durante 30 segundos, dejando 1 minuto de 

separación entre cada ciclo. Los liposomas son usados inmediatamente luego de cada 

ciclo. 

2.2.7 Expresión de superóxido dismutasa de manganeso 

La superóxido dismutasa de manganeso fue expresada utilizando una cepa de 

escherichia coli que no contiene SOD, (QC2375 2375/ K12 sodB D2, (sodA-lacZ) 49) 

(cedida por Julia Pianzzola, Departamento de Microbiología, Facultad de Química, 

Universidad de la República). Debido a la alta sensibilidad de esta cepa al oxígeno, 

previo a la transformación con el plásmido conteniendo el gen de la MnSOD humana, 

la cepa se creció con baja tensión de oxígeno utilizando una cámara hipóxica. Las 

bacterias fueron luego trasformadas con el plásmido de la MnSOD (pGB1, 

conteniendo el gen de la MnSOD humana, hrMn-SOD) (cedido por Dr. Daniel 

Hernández-Saavedra (Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Department 

of Medicine, University of Colorado at Denver, y Unidad de Investigación Médica en 

Bioquímica, Mexico DF, México) y se creció en medio LB conteniendo ampicilina, a 

37°C, donde se crece overnight. La expresión de MnSOD se induce por el agregado 
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de paraquat (30µM), y se expresa durante 12 horas. Las bacterias son sonicadas y la 

enzima se purifica por fraccionamiento salino entre 65 y 80% de saturación. El 

precipitado con 80% de saturación se somete a diálisis en un amortiguador de acetato 

de potasio 20 mM (pH 6,6) seguido de un intercambio iónico en el mismo 

amortiguador. La pureza de la enzima se verifica por SDS-PAGE. 

2.2.8 MnSOD mutada sitio específicamente 

Las diferentes MnSOD mutadas a nivel de I58T, L60F y los dobles mutantes 

I58T/C140S y L60F/C140S fueron aportadas por el Dr. Daniel Hernández-Saavedra 

(Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Department of Medicine, University 

of Colorado at Denver, y Unidad de Investigación Médica en Bioquímica, Mexico DF, 

México). Cada batch de proteína fue analizado por espectrometría de masa en un 

espectrómetro de masa híbrido de triple cuadrupolo/ trampa lineal (QTRAP 200 

Applied Biosystems/MDS SCIEX) previo su utilización en los diferentes experimentos, 

para confirmar la presencia de la mutación especificada.  

2.2.9 Expresión de superóxido dismutasa de cobre y cinc 

La CuZnSOD recombinante se obtuvo expresando un plásmido pET-3D (donado por el 

Dr. J. Beckman) con el gen de CuZnSOD humana y resistencia al cloranfenicol y la 

ampicilina. El plásmido fue expresado en una cepa de E. coli BL21 (DE3) plys S, 

crecida a 37ºC medio LB. La expresión de la CuZnSOD recombinante fue inducida por 

el agregado de isopropil -D-tiogalactopiranósido (IPTG) (1 mM). La inducción fue 

realizada durante 4 horas, a temperatura ambiente (24ºC). La expresión fue 

confirmada por SDS-PAGE. Luego de la inducción, se centrifugó el medio y se sonicó 

a máxima potencia para romper la membrana de las células y así liberar la proteína 

expresada. Se agregó ADNasa (1 µg/mL final) para fragmentar el ADN liberado por las 

bacterias luego de la sonicación y se centrifugaron las muestras a 18000 G durante 15 

minutos, conservando el sobrenadante. A este sobrenadante se le agregó nuevamente 

ZnCl2 y CuCl2 (en ese orden) en una concentración de 0.1 mM de cada uno, para 

asegurar la metalización de la proteína. El sobrenadante obtenido en el paso anterior 

fue sometido a un fraccionamiento salino con sulfato de amonio entre 55 y 95% de 

saturación. El precipitado obtenido a 95% de saturación fue desalado por diálisis 

durante 12 horas contra amortiguador Tris HCl  2mM, pH 7.4 y las muestras dializadas 

fueron luego sometidas a una cromatografía de intercambio iónico (aniónico), en 

Sepharosa CL6B equilibrada con amortiguador Tris HCl  2mM, pH 7.4. La CuZnSOD 

se eluyó de la columna aplicando un gradiente de cloruro de sodio (NaCl) de 0 a 200 

mM. La concentración proteica de cada fracción colectada fue determinada por 
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absorbancia a 280 nm, en un espectrofotómetro Shimadzu, UV-1603 UV / Visible y la 

pureza de las muestra fue evaluada por electroforesis (SDS-PAGE).  Posteriormente 

se realizó una gel filtración en una columna con Sephadex G-75 equilibrada en 

amortiguador Tris-HCl 2 mM, pH 7.4. La concentración de la enzima purificada se 

midió directamente por espectrofotometría a 280 nm con un 280 = 1.08 x 104 M-1 cm-1 

[193] y a 680 nm con un 680= 300 M-1 cm-1 [194]. 

2.2.10 Medida de concentración proteica 

 La concentración de proteína fue determinada utilizando el ensayo de ácido bis-

cinconínico (BCA) aumentado (Pierce) a 60ºC, utilizando albúmina bovina (BSA) como 

estándar.  

2.2.11 Generación de flujos (J) de superóxido: 

Los flujos de superóxido  (JO2
.-) se generaron con el sistema hipoxantina /xantina 

oxidasa (XO). La medida de actividad XO (Calbiochem) se determinó midiendo la 

aparición de ácido úrico a 295 nm (295 = 11 mM-1 cm-1) [195, 196]. El flujo de 

superóxido generado por este sistema se denomina “flujo univalente”, ya que se da por 

el pasaje de un solo electrón, y corresponde sólo a un porcentaje del flujo total de 

electrones, calculado como: 

J Univalente = (JO2
.-/4 J Ác. Úrico) x 100 

La cuantificación de flujos de superóxido se realizó midiendo la reducción de citocromo 

c3+ a 550 nm (550 = 21 mM-1 cm-1) [195, 196]. 

2.2.12 Generación y caracterización de flujos de óxido nítrico 

Para generar los flujos de óxido nítrico  (J .NO) se utilizó el dador 

espermina/NONOato (Alexis Biochemicals), un diazeniodiolato, con una vida media de 

39 min a pH 7.4, 37ºC que produce un flujo constante de óxido nítrico durante los 

primeros 10-15 minutos [197]. 

El flujo de óxido nítrico fue cuantificado midiendo directamente la disminución de la 

absorbancia del dador a 252 nm (252 = 8.5 mM-1 cm-1), considerando una 

estequiometría de dos moléculas de óxido nítrico producidas por molécula de dador. 

Por otra parte se realizó una cuantificación indirecta del óxido nítrico cuyo método se 

basa en su rápida reacción con la oxihemoglobina (Hb2+O2) para dar metahemoglobina 

(Hb3+) y nitrato (NO3
-) [198] de acuerdo a la siguiente reacción:  

Hb2+O2 + .NO  Hb3+ + NO3
-    (k = 8.9 x 107 M-1 s-1)        



 

41 

 

La concentración de oxihemoglobina se calculó midiendo la absorbancia a 577 y 630 

nm, calculándose entonces la concentración final como [Hb2+O2] = 66 x A577 – 80 x A630 

[199]. 

2.2.13 Exposición de citocromo c a peroxinitrito en presencia de 

liposomas unilamelares conteniendo cardiolipina 

Citocromo c oxidado (citocromo c+3) fue incubado en presencia o ausencia de 

liposomas unilamelares conteniendo cardiolipina, en diferentes relaciones 

proteína/lípido, a temperatura ambiente (24°C) en amortiguador fosfato 20 mM, pH 7,4, 

0,1 mM DTPA. El peroxinitrito fue agregado en bolo o  por infusión.  

La concentración de amortiguador fosfato a utilizar se determinó observando la 

inhibición obtenida por fosfato en la actividad peroxidasa de citocromo c expuesto en 

presencia de cardiolipina frente a diferentes concentraciones de amortiguador fosfato 

(10-200 mM). La concentración elegida (20 mM) no genera inhibición de la actividad 

peroxidasa de citocromo c en presencia de cardiolipina medido por el ensayo de 

Amplex Red.   

2.2.14 Exposición de MnSOD y CuZnSOD a flujos de óxido nítrico  

Se incubó cada enzima en presencia de flujos de óxido nítrico y superóxido (indicados 

en cada caso) a diferentes tiempos. La incubación se realizó siempre a 37°C, en 

amortiguador fosfato 100 mM, pH 7,4 en con 0,1 mM DTPA. 

Las reacciones de generación de ambos flujos se detuvieron por gel filtración, en 

columnas de cromatografía Micro BioSpin 6 (BioRad) o por dilución inmediata seguida 

de congelamiento. 

Los tiempos de incubación fueron definidos de manera que la concentración de 

oxígeno fuera suficiente para mantener constante el flujo de superóxido generado por 

la reacción de xantina/ xantina oxidasa. En caso que el tiempo de incubación 

consumiera el oxígeno necesario para mantener constante los flujos de superóxido, se 

burbujea oxígeno a la mezcla de reacción cada 5-10 minutos, y se agregaron alícuotas 

frescas de xantina oxidasa. Los controles de consumo de oxígeno se realizaron 

utilizando un oxímetro (YSI 5300), controlando la concentración de oxígeno en 

solución en presencia de xantina oxidasa y su sustrato, en presencia y ausencia de 

espermina NONOato, de manera de determinar si los productos de esta reacción 

afectaban la generación de los flujos de superóxido.  



 

42 

 

2.2.15 Determinación de Actividades enzimáticas 

2.2.15.1 Actividad peroxidasa de citocromo c 

 La actividad peroxidasa de citocromo c se determina utilizando la sonda Amplex Red, 

midiendo la fluorescencia de la resorufina, producto de oxidación del amplex red (λex 

— 570 nm, λem — 585 nm). En cada caso el citocromo fue incubado en diferentes 

condiciones, y para realizar la medida 0.5 μM de la proteína es incubada en fosfato 20 

mM en presencia de 25 µM de peróxido de hidrógeno y Amplex Red. Se incuba 20 

minutos a temperatura ambiente y se mide en lector de placas de fluorescencia 

Fluostar Galaxy (BMG) a las longitudes de onda mencionadas anteriormente. 

2.2.15.2 Detección de actividad SOD por método de reducción de citocromo c 

 La actividad superóxido dismutasa fue medida utilizando el método de la inhibición de 

la reducción de citocromo c dependiente de superóxido, utilizando el sistema 

xantina/xantina oxidasa como fuente de superóxido [149, 200]. La cantidad de enzima 

necesaria para disminuir la velocidad de reducción de citocromo c en un 50% fue 

definida como 1/3 de unidad en 1 mL de ensayo (para compararlo con el ensayo 

realizado en 3 mL reportado usualmente).  La actividad fue determinada graficando el 

inverso de la velocidad con respecto al volumen (en µL) de superóxido dismutasa  

agregado a la cubeta en cada ensayo, ajustando a una recta con el método de 

mínimos cuadrados, y calculando la actividad según la siguiente ecuación:  

U/mL= (1000/3) x (pendiente/y0 ) x Factor Dilución [159] 

2.2.15.3 Geles de actividad SOD 

La actividad SOD se determinó además realizando geles de actividad, utilizando  geles 

nativos de acrilamida (15%), sin SDS, teñidos con 4-nitro blue tetrazolium (NBT) en 

presencia de riboflavina y TEMED. Cuando se expone esta mezcla a la luz, el NBT es 

reducido por el superóxido formado en la reacción de autooxidación de la riboflavina 

catalizada por el TEMED, produciendo un precipitado violeta (diformazán). En las 

zonas donde existe SOD activa, el superóxido es dismutado rápidamente antes de 

poder reaccionar con el NBT y se observan bandas incoloras [200].  En el análisis de 

la actividad de la formas mutadas de MnSOD, se utilizaron geles conteniendo ácido -

aminocaproico (ver más adelante). 
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2.2.15.4 Cinética de reacción de MnSOD con peroxinitrito 

La velocidad de reacción de MnSOD con peroxinitrito se determinó utilizando un 

espectrofotómetro de flujo detenido (Applied Photophysics). La constante de 

decaimiento aparente del peroxinitrito fue determinada a 302 nm en presencia de 

concentraciones crecientes de enzima, siguiendo la descomposición del peroxinitrito 

durante 10 segundos. La constante aparente fue determinada por ajuste a un 

decaimiento exponencial de primer orden utilizando el programa Pro Data SX de 

Applied Photophysics. El pH se mide en luego del mezclado de la muestra con 

peroxinitrito, de manera de verificar que el mismo se mantiene estable. 

2.2.15.5 Determinación de la variación en la formación de oxígeno por 

peroxinitrito en presencia de MnSOD 

Las variaciones en la concentración de peroxinitrito se determinaron utilizando un 

sensor de oxígeno de alta sensibilidad (Oroboros oxygraph 2K, Oroboros Company), 

midiendo las variaciones de la concentración de oxígeno tras el agregado de 

peroxinitrito (200µM) a concentraciones crecientes de MnSOD (0-10 µM). Como 

control se utilizó albúmina bovina (Sigma).  

2.2.16 Métodos inmunoquímicos 

2.2.16.1 Detección de 3-nitrotirosina proteica en citocromo c y MnSOD 

Para la detección inmunoquímica de 3-nitrotirosina las proteínas tratadas fueron 

corridas en un gel de 13 o 15% de acrilamida (para superóxido dismutasa y citocromo 

c, respectivamente) y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue 

bloqueada con 5% de albúmina bobina (BSA) en amortiguador Tris salino (TBS) con 

0,6% Tween por una hora y expuesta, luego de lavado con TBS/Tween 0,6%, 

incubados con anticuerpo policlonal anti-3-nitrotirosina, desarrollado en conejo 

(1/2000) durante una hora a temperatura ambiente. Para realizar la detección las 

membranas incubadas con el anticuerpo primario se lavaron en TBS, 0,3% Tween e 

incubados con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo (Calbiochem) (dilución 

1/10000). El anticuerpo secundario utilizado varió según la proteína utilizada. En los 

ensayos de detección de 3-nitrotirosina en MnSOD se utiliza un anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa de rábano. En el caso de los ensayos realizados con 

citocromo c se utiliza el anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina, debido a la 

potencial actividad peroxidasa que puede presentar el citocromo c en diferentes 

condiciones. En el caso del anticuerpo conjugado con peroxidasa de rábano, se realizó 
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el revelado utilizando un kit de detección de quimioluminiscencia basado en luminol 

(BioRad).  

2.2.16.2 Detección de radicales libres proteicos en SOD 

Para realizar esta detección se incubó las proteínas (SOD) a agentes oxidantes en 

presencia de  100 mM de 5,5-dimetil-1-pirroline N-oxido (DMPO). Las muestras fueron 

luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa desde geles de poliacrilamida, 

donde se corrieron previamente las muestras. Las membranas se bloquearon con 

2.5% BSA y 2.5% leche en TBS con 0.3% Tween durante 1 hora. Luego se expuso la 

membrana al anticuerpo policlonal anti-DMPO desarrollado en conejo (suero de conejo 

anti-DMPO, dilución 1/5000, regalo del Dr. R.Mason, National Institute of Health, 

Carolina del Norte, USA) durante 1 hora [201]. Luego se procede al lavado en TBS 

0.1% BSA 0.1%leche 0.3% Tween se expuso la membrana al anticuerpo secundario 

IgG anti- proteínas de conejo conjugado con peroxidasa de rábano y las proteínas 

inmunoreactivas se visualizaron por quimioluminiscencia como se describió en el 

punto anterior [202]. 

2.2.16.3 Detección de formas modificadas de citocromo c 

Para determinar la especificidad de anticuerpos monoclonales que reconocen formas 

modificadas de citocromo c se realizaron ensayos inmunoquímicos de absorción en 

placa (ELISA) realizando una competencia entre citocromo c de caballo comercial 

(Sigma) purificado (0,2 µM), con el que sensibilizaron las placas (Nunc-Immuno 

Maxisorp plates, Gibbco Scientific, Coon Rapids, MN) y se testearon 3 tipos diferentes 

de citocromo: citocromo c nativo, citocromo c mononitrado en tirosina 74 y citocromo c 

mononitrado en tirosina 97. La competencia se realizó frente al anticuerpo monoclonal 

1D3 (dilución 1/20000 en PBS/triton-X100 (0.1%), brindado por el Dr. Ron Jemmerson 

de la Universidad de Minnesota, USA, y el anticuerpo secundario utilizado fue IgG anti- 

proteínas de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (Calbiochem DC02L) en 

PBS/Triton X100 0,1%.  El ELISA se reveló con OPD/H2O2 por 10 min deteniéndose la 

reacción con H2SO4 1M. La placa se mide a 492 nm. Estos experimentos fueron 

realizados en colaboración con la Dra. Leonor Thomson del Laboratorio de 

Enzimología de Facultad de Ciencias. 
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2.2.17 Caracterización por espectrometría de masa de modificaciones 

nitro-oxidativas de proteínas 

2.2.17.1 Análisis de modificaciones en citocromo c por espectrometría de 

masa (MALDI-TOF) 

Los análisis de las modificaciones de citocromo c modificado (tanto nitrado como 

carboximetilado) se realizó por el análisis de los péptidos de dicha proteína tras la 

digestión proteolítica con tripsina. Dicha digestión proteolítica se llevó a cabo 

incubando las proteínas con tripsina (grado de secuenciación, de Promega) en 

amortiguador bicarbonato de amonio pH 8,3 a 37°C durante toda la noche, con una 

relación 1:100. Dicha tripsinización se realizó tanto con muestras en solución como en 

muestras que fueron corridas en geles de poliacrilamida, teñidas con azul de 

Coomasie. Para este último tipo de muestra, cada banda de proteína obtenida en el 

gel se corta a mano y se realiza la digestión en el gel. Para la extracción de los 

péptidos se utiliza acetonitrilo 60% en 1% ácido trifluoroacético (TFA) y se concentra 

las muestras por secado al vacío.  

Previo al análisis por espectrometría de masa, las muestras son desaladas usando 

micro columnas de fase reversa C18 (Omix®Tips, Varian)  y se eluyen las muestras 

directamente con una solución de matriz de CHCA en acetonitrilo 60% y TFA 0,1%. El 

análisis por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization o 

desorción/ionización láser asistida por matriz – time of flight/tiempo de vuelo) de la 

mezcla de péptidos se obtuvo en un  instrumento MALDI TOF/TOF 4800 (Applied 

Biosystems) en modo de reflector positivo. Los espectros de masa fueron calibrados 

previamente utilizando una mezcla de péptidos estándar (Applied Biosystems). Los 

espectros fueron procesados utilizando el programa Data Explorer(R) Software versión 

4.9 de  Applied Biosystems, utilizando un umbral de detección de picos de 25.  

Las proteínas fueron identificada luego utilizando la base de datos MASCOT (Matrix 

Science http://www.matrixscience.com) a partir de los valores obtenidos de 

masa/carga de los péptidos. Se agregaron parámetros tales como posible oxidación de 

metionina y nitración de tirosinas. El error considerado fue de 0,18 Da.   

El criterio para la identificación de una proteína fue la obtención de un score 

significativo (p<0,05). 

http://www.matrixscience.com/
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En el caso de la carboximetilación en metionina de citocromo c, debido a que dicha 

modificación no se encuentra en la base de datos, se realizó la búsqueda de los 

péptidos modificados y nativos de forma manual.  

Los péptidos teóricos que se obtendrían luego de la tripsinización se generaron con el 

programa GPMAW versión 4.02 (Lighthouse Data). 

2.2.17.2 Cuantificación de la formación de 3-nitrotirosina en citocromo c 

Para realizar la cuantificación de la formación de 3-nitrotirosina en citocromo c 

expuesto a peroxinitrito previamente se realizó la hidrólisis total de citocromo c para 

cuantificación por espectrometría de masa: 1,5 nmoles de citocromo c son expuestos a 

peroxinitrito en presencia o ausencia de cardiolipina. Dichas muestras fueron 

sometidas a gel filtración (Micro Biospin 6, Biorad) y se agregaron los siguientes 

estándares internos pesados: tirosina marcada con 13C en toda la molécula y  3-

nitrotirosina marcada con 13C en el anillo fenólico.  Luego se precipita la proteína (2 

veces) con acetonitrilo (relación ACN/muestra 1/1) para evitar la presencia de nitrito 

remanente en las muestras que, al exponerse a un medio ácido generaran nitración 

artefactual. Las muestras se resuspenden en ácido clorhídrico 6 N y se incuban 12 

horas a 116°C para realizar la hidrólisis completa.  Las muestras se evaporan bajo 

atmósfera de nitrógeno y se resuspenden en 400 µL de ácido fórmico 0,1%. Para 

realizar la cuantificación se realiza una curva de calibración con tirosina y 3-

nitrotirosina.  

Los aminoácidos obtenidos se separan en una columna de fase reversa C18 (Agilent, 

150mm x 4.2 mm) conectada en tándem con un espectrómetro de masa híbrido de 

triple cuadrupolo/ trampa lineal (QTRAP 200 Applied Biosystems/MDS SCIEX). Para la 

detección de 3-nitrotirosina y tirosina, así como la corrección del total (por la ocasional 

pérdida de muestra durante el proceso de hidrólisis) se siguen las siguientes 

transiciones de m/z: 227-181 (cuantificación de 3-nitrotirosina), 233-187 (estándar 

interno de 3-nitrotirosina) 192-174 y 237-190 (control de nitración artefactual de 

tirosina marcada en 13C y 15N) y 182-165 (cuantificación de tirosina total en la muestra). 

Los datos se correlacionan con una curva de calibración de tirosina y 3-nitrotirosina 

control que contiene los mismos estándares internos que las muestras hidrolizadas.  
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2.2.17.3 Detección de alquilación y confirmación de mutaciones en MnSOD 

por espectrometría de masa (Electro Spray) 

Se estudió por espectrometría de masa la alquilación de tioles en MnSOD mutada en 

diferentes sitios utilizando un espectrómetro de masa híbrido de triple cuadrupolo/ 

trampa lineal (QTRAP 200 Applied Biosystems/MDS SCIEX).  

Las muestras fueron inyectadas en agua/metanol/ácido acético (50/49/1) con un flujo 

de 10 μl/min. Las medidas se realizaron en modo de ionización positivo. Los escaneos 

fueron realizados con el primer cuadrupolo y la masa de las proteínas estudiadas fue 

calculada por reconstrucción. La detección por espectrometría de masa de las 

muestras alquiladas con N-etilmaleimida (NEM) fue realizada incubando MnSOD 

nativa y mutada en una concentración de 10 μM en presencia de 4mM β-

mercaptoetanol (2 h a 4°C, para realizar la reducción total de los tioles proteicos) 

previo a la incubación con el agente alquilante. El agente alquilante fue eliminado por 

gel filtración usando una columna Micro Biospin 6 (Bio-Rad) equilibrada en 

amortiguador fosfato 100 mM, 0,1 mM DTPA, pH 7,4. Las enzimas fueron entonces 

incubadas en presencia o ausencia de NEM durante 30 minutos, deteniendo la 

reacción por gel filtración, con las columnas equilibradas esta vez en agua.  

 

2.2.18 Resonancia paramagnética electrónica (EPR) 

2.2.18.1 Detección de radicales libres por EPR directo de citocromo c 

expuesto a peroxinitrito 

Las medidas de EPR directo se realizaron en un Espectrómetro Bruker EMX. Para 

realizar dichas medidas se expuso citocromo 0.5 mM expuesto a peroxinitrito (3 mM) 

comparando la influencia del agregado de liposomas unilamelares conteniendo 

cardiolipina (2 mM) en la intensidad de la señal.  

2.2.18.2 Detección de radicales libres por EPR utilizando atrapadores de spin 

en citocromo c expuesto a peroxinitrito 

La detección y caracterización de radicales proteicos (tirosilo) en citocromo c expuesto 

a cardiolipina y oxidantes se realizó utilizando metil nitroso propano (MNP) como 

atrapador. Se expuso citocromo c (0,2 mM) en presencia o ausencia de cardiolipina a 

peroxinitrito (2 mM), en presencia de MNP (22 mM). Los dímeros de MNP que pueden 

formarse durante la reacción y pueden interferir con la medida se eliminaron por gel 

filtración utilizando columnas de cromatografía Micro BioSpin 6 (BioRad). Luego de 
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medir las señales inmovilizadas se realiza la proteólisis utilizando Pronasa (mezcla de 

enzimas proteolíticas con clivado inespecífico), de manera que la señal se des-

inmoviliza, pudiendo caracterizarse así el tipo de radical observado de acuerdo al 

acoplamiento hiperfino determinado.  

2.2.18.3 Detección de radicales libres de citocromo c expuesto a peróxido de 

hidrógeno por EPR de baja temperatura 

 Los espectros de EPR fueros obtenidos luego de la adición de peróxido de hidrógeno 

(60 μM) a  citocromo c (20 μM) en presencia de liposomas unilamelares conteniendo 

cardiolipina (400 μM). Las muestras fueron congeladas con nitrógeno líquido y los 

espectros de EPR fueron medidos a 77 K. Se ajustó la concentración de la muestra 

con la señal obtenida utilizando como estándar 100 µM Cu (EDTA) a 77K. La 

integración doble de la señal resultante se utilizó para establecer la constante de 

proporcionalidad entre la concentración de spin en el espectro de EPR con la 

concentración de la señal, utilizando esta correlación para  calcular la concentración 

de radicales con spin ½ en citocromo c nativo o sus formas mutantes. Estos 

experimentos fueron realizados por el grupo de V. Kagan, de la Universidad de 

Pittsburgh, PA, USA. 

2.2.19 Fluorescencia de triptófano y tirosina de citocromo c 

 La fluorescencia de triptófano y tirosina fueron medidos utilizando un fluorímetro 

Aminco-Bowman Series 2, utilizando longitudes de onda de excitación de 275 y 289 

para excitar tirosina y triptófano, respectivamente. Para realizar la medida se incubó 

citocromo c (5 μM) en presencia o ausencia de cardiolipina, y se expone a peroxinitrito 

50 μM. Luego se incuba la muestra en cloruro de guanidinio (5 M) de manera de 

desplegar la proteína y poder determinar la fluorescencia del triptófano, que es inhibida 

cuando la proteína se encuentra en su conformación nativa.  Para poder analizar de 

manera separada la fluorescencia de tirosinas y triptófanos se utilizó un mutante de 

citocromo c mutado en sus cuatro tirosinas por fenilalaninas, de manera de poder 

sustraer, matemáticamente, el aporte por separado de cada tipo de aminoácido.  

Para la detección por separado del aporte a la fluorescencia intrínseca  se utilizaron 

mutantes en cada una de las tirosinas, además del cuádruple mutante. Estos estudios 

se realizaron en colaboración durante una pasantía en el laboratorio del Dr. Valerian 

Kagan, Universidad de Pittsburgh, PA, USA.  
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2.2.20 Análisis estructural 

2.2.20.1 Geles nativos para identificación de estructura cuaternaria en MnSOD 

mutada 

 Las muestras de MnSOD nativa y mutada en I58T, L60F, C140S, I58T/C140S, 

L60F/C140S y MnSOD de E. coli fueron incubadas en buffer de la muestra 

conteniendo 0,5% SDS durante 20 minutos previo a la electroforesis. Las muestras 

fueron sembradas sin ser calentadas previamente en geles de poliacrilamida 10% 

conteniendo 300 mM de ácido -aminohexanoico [203].  La electroforesis se realizó en 

amortiguador Tris-Glicina. Los geles fueron teñidos con tinción de plata, así como 

revelados con la técnica de NBT-riboflavina para determinar actividad SOD en las 

diferentes muestras.  

2.2.21 NMR paramagnético y diamagnético de citocromo c expuesto a 

cardiolipina 

2.2.21.1 NMR Paramagnético 

Citocromo c liofilizado se disolvió en amortiguador fosfato 20 mM preparado con agua 

deuterada a pH 7. Los espectros de NMR fueron adquiridos utilizando un 

espectrómetro Bruker Avance II de 600.13 MHz (Frecuencia del 1H) con pre-saturación 

de la señal del agua durante el relajamiento. Se utilizó una ventana espectral de 70 

ppm, y el ciclo total fue de 300 ms.  

2.2.21.2 NMR Diamagnético 

 Los espectros 1H–15N HSQC- NMR de citocromo c marcado uniformemente con 15N 

se obtuvieron también con un espectrómetro Bruker Avance II de 600.13 MHz. La 

adquisición de datos se llevó a cabo utilizando el software Topspin Version 3.0 y los 

espectros se procesaron y analizaron utilizando el programa Sparky. 

El espectro control de citocromo c en ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina 

se realizaron con citocromo c wild type recombinante (pseudo wild type) (µM) en 

amortiguador fosfato 20 mM pH 6,0. Tras el primer espectro se agregó 

secuencialmente liposomas conteniendo cardiolipina (50% tetraoleil cardiolipina, 50% 

1-estearoil, 2-oleil fosfatidil colina) en relaciones lípido/ proteína de 0,5/1; 1/1 y 2/1.  

Todos los estudios de NMR fueron realizados en laboratorio del Dr. Alejandro Vila, 

Unidad de Biofísica de proteínas de la Universidad de Rosario, con la ayuda del Dr. 

Luciano Abriata. 
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2.2.22 Métodos in silico 

2.2.22.1 Simulaciones de Dinámica molecular y cálculos de energía libre 

Los cálculos de dinámica molecular (Multiple Steered Molecular Dynamics, MSMD) y 

cálculo de energía libre fueron realizados por Diego Moreno y Leonardo Boechi, en la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina. 

Ver referencia: [170].  Para realizar las simulaciones se utilizaron las estructuras 

cristalizadas de MnSOD nativa (código PDB 1ABM, y los cambios como la nitración a 

nivel de la Tyr 34 fueron realizados in silico).  Se utilizó el programa AMBER 10 para 

realizar los cálculos (Universidad de California, San Francisco) 

2.2.22.2 Simulaciones en GEPASI 

Las simulaciones de niveles de metabolitos fueron realizadas utilizando reacciones 

reportadas en literatura, por medio del programa GEPASI (versión 3.3) [204].  

2.2.22.3 Representación grafica de proteínas 

La representación gráfica de proteínas se realizó con el programa VMD de la 

Universidad de Illinois, USA. Los archivos de estructuras cristalográficas de proteínas 

se obtuvieron del Protein Data Bank (www.pdb.org) 
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3 Objetivos 

 

Objetivo 1- Estudio del proceso de nitración de tirosinas mediada por 

peroxinitrito de dos proteínas mitocondriales: citocromo c y MnSOD 

 

Objetivo específico 1.1: Nitración de citocromo c  en presencia de cardiolipina 

 

- Determinación del mecanismo, magnitud y localización de esta modificación en 

diferentes condiciones de nitración estudiando el efecto de la cardiolipina en la 

nitración proteica realizando estudios por inmunoquímica, espectrometría de 

masa, EPR y otras técnicas analíticas.  

 

Objetivo específico 1.2: Formación de especies nitrantes por flujos en 

presencia de SOD y efecto de las mismas en la actividad enzimática.  

 

- Estudio de la nitración y formación de radicales proteicos en MnSOD y 

CuZnSOD y su efecto en la actividad enzimática de dichas proteínas 

detoxificadoras.  

- Caracterización cinética de la reacción de MnSOD por peroxinitrito.  

 

Objetivo 2- Caracterización estructural de formas modificadas de 

citocromo c y MnSOD: interacción de citocromo c y cardiolipina y 

caracterización de modificaciones estructurales de MnSOD (mutaciones 

puntuales y nitración)  

 

Objetivo específico 2.1: Estudios estructurales de citocromo c nitrado o 

asociado a cardiolipina 

 

- Estudio por NMR paramagnético y diamagnético de la interacción de citocromo 

c con cardiolipina  

- Síntesis y purificación de citocromo c carboximetilado y análisis de la formación 

del Compuesto I de peroxidasa en esta variante por peróxido de hidrógeno en 

presencia o ausencia de cardiolipina.  
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- Purificación y caracterización de citocromo c mononitrados, para la generación 

de anticuerpos monoclonales contra formas modificadas de citocromo c a partir 

de citocromo c mononitrado en Tyr 74 o 97. Caracterización de anticuerpos 

anti-citocromo c modificado. 

- Estudios de mutantes de citocromo c  en diferentes tirosinas analizando la 

topografía de estos residuos en presencia de cardiolipina y su influencia en la 

actividad peroxidasa de la proteína. 

 

Objetivo específico 2.2: Estudios estructurales de MnSOD. Efecto de 

mutaciones puntuales en la estructura terciaria y cuaternaria de la proteína y de 

la nitración sitio-específica.  

 

- Estudio del efecto de la nitración en Tyr 34 de MnSOD a nivel estructural por 

estudios in silico  

- Estudio en la estabilidad de la estructura cuaternaria de MnSOD en presencia 

de mutaciones puntuales de la enzima en relación con la exposición de tioles 

de esta enzima.  
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4 Resultados 

 

Objetivo 1. Estudio del proceso de nitración de tirosinas 

mediada por peroxinitrito de dos proteínas mitocondriales: 

citocromo c y MnSOD 

 

Tanto la nitración de tirosinas de citocromo c como de MnSOD han sido 

procesos ampliamente estudiados por su repercusión en patologías y en alteraciones 

de la homeostasis redox celular y el proceso de apoptosis, razón por la cual el estudio 

a nivel bioquímico de la misma se convierte en un objetivo de gran interés. 

 

4.1 Nitración de citocromo c  en presencia de cardiolipina 

En los resultados presentados a continuación se estudiará la nitración de 

citocromo c en presencia de cardiolipina. La interacción de este lípido con cardiolipina 

es de amplio interés a nivel biológico ya que se ha planteado un rol preponderante en 

el inicio de la apoptosis mediada por citocromo c [91]. La nitración de citocromo c en 

presencia de este lípido no ha sido estudiada previamente, y la misma puede 

relacionarse con los cambios conformacionales que la misma sufre en presencia de 

cardiolipina, así como podría afectar su actividad en la cadena respiratoria. A su vez, 

se trató de elucidar por diferentes técnicas los cambios conformacionales sufridos por 

el citocromo c en presencia de este lípido en ausencia de agentes oxidantes. En los 

modelos a estudiar la cardiolipina se agrega en forma de liposomas unilamelares, de 

manera de simular las condiciones fisiológicas en las cuales el citocromo se encuentra 

expuesto a dicho lípido. Estos liposomas, además, incluyen un 50% de fosfatidil colina 

que permite una distribución más homogénea de la cardiolipina. 

 

4.1.1 Detección del aumento de nitración de citocromo c en presencia de 

cardiolipina por peroxinitrito 

 

Tal como se muestra en la Fig. 4.1 cuando el citocromo c se expone a 

citocromo c, aquel en presencia de cardiolipina muestra un incremento en la nitración, 

detectado por técnicas inmunoquímicas (WesternBlot). En este experimento, se 
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expuso citocromo c (50µM) a bolos de peroxinitrito (1 mM) incubado previamente en 

presencia o ausencia de liposomas unilamelares conteniendo tetraoleil cardiolipina, en 

una relación 10:1 cardiolipina: citocromo c. Se observó que, en presencia de 

cardiolipina, la nitración tanto del monómero de citocromo c como los dímeros, 

trímeros y otros oligómeros se encuentra aumentada. Para evitar la presencia de 

peróxido de hidrógeno en el peroxinitrito agregado las alícuotas de peroxinitrito que se 

usaron fueron expuestas durante 2 horas a dióxido de manganeso, con agitación. La 

ausencia de peróxido de hidrógeno indica que la formación de dímeros se da por 

reacciones dependientes de peroxinitrito y que las mismas también implican la 

presencia de cardiolipina. También se evaluó el efecto del DMPO, un atrapador de 

radicales libres, en la formación de 3-nitrotirosina. En este caso, la presencia de una 

concentración relativamente alta de DMPO (22 mM) inhibió por completo la nitración 

de citocromo c expuesto a peroxinitrito, tanto en presencia como ausencia de 

liposomas conteniendo cardiolipina, lo que indicaría que el proceso de nitración 

observado presenta un componente que depende de la formación de radicales que 

son atrapados por DMPO.  

 

Fig. 4.1. Formación de 3-nitrotirosina en citocromo c expuesto a peroxinitrito en 

presencia de liposomas conteniendo cardiolipina. Aumento en la formación de 3-nitrotirosina en 

citocromo c (50 µM) control sin tratamiento (carril 1) expuesto a peroxinitrito (1mM) (carril 2 y 3) 

incubado en ausencia (carril 2) o presencia de liposomas conteniendo cardiolipina (0,5 mM) 

(carril 3). En los carriles de la derecha  (carril 4-6) se observa que la formación de 3-nitrotirosina 

se encuentra inhibida cuando las muestras son co-incubadas con DMPO (22 mM) en 

condiciones idénticas a las presentadas en los carriles 1 a 3. 
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4.1.2 Aumento de la formación de radicales libres proteicos en citocromo 

c expuesto a peroxinitrito en presencia de cardiolipina 

Como se ha mencionado anteriormente, la nitración de tirosinas proteicas tiene 

un intermediario radicalar, el radical tirosilo. Por lo tanto de estudió la formación de 

radicales libres en esta molécula mediante el estudio por espectrometría de 

resonancia paramagnética (EPR). Esta técnica permite la detección de electrones 

desapareados en una gran variedad de moléculas, incluyendo en proteínas. Esta 

detección se puede determinar de diferentes maneras. La detección por EPR directo 

permite observar la formación de radicales libres en proteínas, permitiendo determinar 

la estabilidad y de manera cualitativa, estimar si la formación de los mismos es 

significativa.  

En la Fig. 4.2 se observa un espectro paramagnético de citocromo c expuesto a 

peroxinitrito en presencia o ausencia de cardiolipina. En presencia de cardiolipina se 

observa un aumento significativo de la formación de radicales libres proteicos. Esto es 

concordante con lo observado previamente en la Fig. 4.1, ya que la formación de 3-

nitrotirosina está asociada con un paso intermedio donde un radical proteico se 

localiza a nivel del carbono del anillo aromático de la tirosina.   

 

 

Fig. 4.2. Formación de radicales libres proteicos en citocromo c. Medida por EPR directo 

de la formación de radicales proteicos en citocromo c (0,5 mM) expuesto a peroxinitrito  (3 mM) 

en presencia o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina (2 mM) comparando la 

influencia de la última en la intensidad de la señal de EPR. Los parámetros del instrumento 
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fueron: Amplitud de modulación, 2 G; constante de tiempo, 163,8 s, velocidad de barrido, 5,6 

G/2, ganancia, 2x10
5
; potencia microondas, 20 mW. 

 

La detección de un aumento en la formación de radicales sugiere una mayor 

reactividad del citocromo c en presencia de cardiolipina al peroxinitrito, lo que sería 

coherente con un aumento de radical tirosilo, tal como ha sido reportado en citocromo 

c expuesto a peróxido de hidrógeno [205]. Para determinar la naturaleza de dicho 

radical se debe utilizar otra técnica de EPR, que incluye la utilización de atrapadores 

de spin. Los atrapadores de spin son moléculas capaces de reaccionar con radicales 

centrados en otra molécula, tal como una proteína, generando un radical libre estable, 

centrado en el propio atrapador de spin, que queda unido a la macromolécula.  

Existen diferentes tipos de atrapadores de spin, basados en la naturaleza de 

los diferentes tipos de radicales a los que se pueden adicionar. El metil nitroso 

propano (MNP) (Esquema 4.1) es un atrapador de spin que permite la detección de 

radicales centrados en carbono, como lo es el radical tirosilo [96]. 

  

Esquema 4.1. Estructura del metil nitroso propano (MNP) (izq.) y estructura de un aducto de 

MNP radical con tirosina (der.) (Tomado de Gunther et al [206]) 

 

 A su vez, los radicales estabilizados del atrapador permiten elucidar la naturaleza del 

residuo (en el caso de una proteína) en el que están asociados [206].  

Como se observa en la Fig. 4.3, se expuso citocromo c en presencia o ausencia de 

liposomas unilamelares conteniendo cardiolipina, exponiendo la proteína a 

peroxinitrito. Se observa que, en el caso de la muestra incubada previamente con 

cardiolipina la señal inmovilizada obtenida es mayor, lo que indica una mayor 

detección de radicales libres proteicos. Luego se realizó proteólisis de las muestras y 

se analizó la señal des-inmovilizada. La señal obtenida tras la proteólisis con Pronasa 
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presenta un acoplamiento hiperfino de 15,5 G, que coincide con la reportada de radical 

tirosilo tanto a nivel proteico como a nivel del aminoácido aislado [207], lo cual es 

coherente con el aumento de 3-nitrotirosina obtenido por estudios inmunoquímicos. 

 

Fig. 4.3. Detección por EPR de la formación de radical tirosilo utilizando como atrapador 

de radicales MNP. Se expuso citocromo c (0,2 mM) a peroxinitrito (2 mM) en presencia de MNP 

(22 mM). Se obtuvieron cambios en la intensidad del la señal inmovilizada cuando la muestra 

fue incubada con liposomas unilamelares conteniendo caridolipina (1 mM). Los parámetros del 

instrumento fueron: Amplitud de modulación, 5 G; constante de tiempo, 328ms, velocidad de 

barrido, 1,2 G/s, ganancia, 5x10
5
; potencia microondas, 20 mW. Para obtener los espectros 

finales se acumularon 5 scans.  

 

Este resultado demuestra que el mecanismo de nitración de citocromo c en estas 

condiciones implica la formación de un radical tirosilo intermediario, que está 

aumentada cuando el citocromo c se expone al oxidante en presencia de cardiolipina, 

sugiriendo un cambio conformacional o un aumento de reactividad de la proteína 

probablemente mediado por el hierro del grupo hemo.  
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4.1.3 Identificación de las especies nitradas 

La detección del aumento de nitración en presencia de cardiolipina sugiere dos 

posibilidades: la nitración en un residuo único de más moléculas de citocromo c o la 

sucesiva nitración de citocromo c para dar formas di, tri o tetra-nitradas.  Para 

determinar que especie o especies son las causantes del aumento de nitración se 

analizaron muestras de citocromo c expuesto a peroxinitrito en presencia o ausencia 

de liposomas unilamelares conteniendo cardiolipina mediante cromatografía HPLC 

midiendo espectrofotométricamente a 280 nm de acuerdo a lo reportado por Batthyany 

et al [73]. Los picos obtenidos se asignaron a diferentes formas tanto mononitradas 

específicamente como di o tri nitradas. En la Fig. 4.4 se observan los cromatogramas 

obtenidos, con la asignación de picos correspondiente a análisis por espectrometría de 

masa o a partir de literatura [73].  

 

 

Fig. 4.4. Análisis por HPLC de intercambio catiónica de citocromo c  (20 µM) expuesto a 

peroxinitrito (1 mM) en ausencia (línea negra) o presencia de liposomas conteniendo 

cardiolipina (100 µM) (línea roja).  

 

Tal como se observa en la Fig. 4.4, y en concordancia con experimentos anteriores, 

las formas nitradas de citocromo c se ven aumentadas cuando la proteína se expone a 

peroxinitrito en presencia de cardiolipina.  

En cuanto a las características de la muestras nitradas obtenidos se puede observar 

que se observa un aumento de las formas tri- y di-nitradas, lo cual indicaría una mayor 
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exposición de tirosinas que no son preferencialmente nitradas, tales como la Tyr 48 y 

67. En cuanto a aquellas tirosinas que si son preferencialemente nitradas se observan 

diferencias. Los picos correspondientes a citocromo c mononitrado tanto de Tyr 74 

como en Tyr 97 muestran diferencias en sus alturas relativas, particularmente, un 

decremento del pico del citocromo c mononitrado en Tyr 97 con respecto al 

mononitrado en Tyr 74. Se debe notar la existencia de un pico en la condición de 

citocromo c expuesto a peroxinitrito en presencia de cardiolipina, entre los picos de 

citocromo c nativo oxidado y reducido. Este pico no ha sido identificado, pero estudios 

preliminares con muestras de citocromo c mononitrado muestran que el mismo sería 

un producto derivado de la nitración de citocromo c a nivel de Tyr 97. Dicha 

modificación no ha sido estudiada en profundidad, por lo que no se ha determinado 

todavía si conserva la modificación a nivel de la tirosina o el mismo es un derivado 

oxidado. Dada la posición en que esta especie eluye, así como estudios preliminares 

por espectrometría de masa es probable que dicha modificación no sea 3-nitrotirosina.  

 

4.1.4 Identificación por espectrometría de masa de las tirosinas nitradas 

de citocromo c por peroxinitrito estudiando el efecto de la presencia de 

cardiolipina. 

Tras la observación del aumento de nitración de citocromo c por peroxinitrito en 

presencia de cardiolipina, y la observación de los diferentes tipos de especies 

detectadas por HPLC, se procedió a la caracterización de dicha nitración. Para ello se 

realizó un análisis de MALDI-TOF de las muestras de citocromo c (50 µM) expuestas a 

peroxinitrito (0,5 mM) en presencia o ausencia de cardiolipina (0,5 mM), estudiando los 

péptidos obtenidos por digestión con tripsina. La digestión se realizó en las bandas 

correspondientes al monómero de citocromo c y se analizaron los datos obtenidos 

utilizando la base de datos MASCOT. En la Tabla 4.1 se observan los resultados 

obtenidos, donde se muestran los péptidos obtenidos que contienen tirosina, tanto en 

su forma nitrada como nativa. Estos datos se encuentran en concordancia con los 

resultados obtenidos por HPLC mostrando que la nitración de las Tyr 48 y 67, que no 

son nitradas en un alto porcentaje en ausencia de cardiolipina, es detectada en el caso 

de la muestra expuesta a peroxinitrito en presencia de liposomas conteniendo 

cardiolipina. En particular, la nitración de Tyr67 tiene importancia a nivel estructural ya 

que dicho aminoácido forma parte de una red de puentes de hidrógeno que incluye al 

ligando axial Met80 y los aminoácidos conservados Asn52 y Thr78, teniendo un rol 

importante en el rol de transferencia de electrones de citocromo c controlando el 

potencial redox de la proteína y modulando la flexibilidad de segmento 65-75 [208]. 
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Estos datos sugieren un cambio conformacional de citocromo c cuando se expone a 

liposomas conteniendo cardiolipina que harían más accesibles al peroxinitrito residuos 

que en ausencia del lípido no son modificados en cantidad detectable. Si bien la 

nitración no es confirmada por MS/MS, la diferencia de 45 Da, característica de el 

aumento en –NO2 y la presencia de un solo aminoácido nitrable por péptido (salvo en 

el caso del péptido conteniendo triptófano) sugieren fuertemente que la nitración 

sucede en los puntos marcados en la tabla.  

La razón por la que no se pudo realizar MS/MS en estos péptidos es la baja 

señal obtenida, que dificulta la elección de un pico en particular y tener una señal 

significativa. Como se observa en la Fig. 4.4., el perfil de nitración de citocromo c no 

llega al 100%, siendo el citocromo c sin modificar el producto mayoritario. Esto implica 

que en los estudios realizados, donde se toma la mezcla de proteínas nitradas a partir 

de la banda en un gel la proporción de proteínas nitradas es baja con respecto a las 

proteínas sin modificar, lo que dificulta por tanto la secuenciación de los mismos por 

técnicas de espectrometría de masa.  

Es de notar que el péptido que contiene a la tirosina 74 no fue detectado. La 

razón de ello es que el péptido tríptico que contiene dicha tirosina es pequeño y con 

varios sitios de corte cercanos, lo que hace difícil su detección.  Sin embargo el pico 

obtenido por HPLC ha sido ampliamente caracterizado, de manera que la nitración en 

este aminoácido tanto en presencia como ausencia de cardiolipina se agrega al los 

aminoácidos detectados, particularmente dada el alto rendimiento de esta especie 

nitrada en las diferentes condiciones testeadas. 
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Tabla. 4.1. Péptidos obtenidos tras la digestión tríptica de citocromo c expuesto a 

peroxinitrito en presencia o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina, detectados por 

espectrometría de masa (MALDI-TOF). 

 Péptidos conteniendo Tirosina  

Muestra 
m/z Péptido nitrado medido 

(Secuencia asignada) 
m/z Péptido control 

(Secuencia asignada) 
Número 

secuencia 

Posible 
sitio de 

nitración 
Nitración 

m/z  
Calculado 

experimental 

Citocromo c 
control  

 
ND 

 

 
1470.6272 

 (K.TGQAPGFTYTDANK.N) 

 
40-53 

48 
 

NO ----  

  
ND 

 
2080.9280 

(K.GITWKEETLMEYLENPK.K) 
 

 
56 - 72 

 

67 NO ----  

 ND 1623,7333  
(K.EETLMEYLENPKK.Y) 

61 - 73 
 

67 NO ----  

  
ND 

 
964.4931 

(R.EDLIAYLK.K) 

 
92 - 99 

 

 
97 

 
NO 

----  

  
ND 

 
ND 

 
----- 

 
74 

ND ----  

 
Citocromo c 

+ ONOO
-
  

 
1395.6492 

K.TEREDLIAYLK.K 

 

 
1350.6676 

K.TEREDLIAYLK.K 

 
89-99 

 
97 

 
SI 

44,982  

1009.4705 
K.TEREDLIAYLKK.A 

 

964.4847 
K.TEREDLIAYLKK.A 

92-99 97 SI 44.986  

1540.6122 
K.EETLMEYLENPK.K 

 

1495.6342 
K.EETLMEYLENPK.K 

61-72 67 SI 44,978  

ND 
 
 

1470.6279 
K.TGQAPGFTYTDANK.N 

40-53 48 NO ---- 

 ND ND ----- 74 ND ---- 

 
Citocromo c 
+ TOCL + 
ONOO

-
  

 
1515.5367  

K.TGQAPGFTYTDANK.N 

 

 
1470.5597  

K.TGQAPGFTYTDANK.N 

 
40-53 

 
48 

 
SI 

44,977  

2125.8159 
K.GITWKEETLMEYLENPK.K 

 

2080.8394 
K.GITWKEETLMEYLENPK.K 

57-73 67 SI 44,976  

2253.9075  
K.GITWKEETLMEYLENPKK.Y 

 

2208.9238 
K.GITWKEETLMEYLENPKK.Y 

57-74 67 SI 44,9837  

1395.5967 
K.TEREDLIAYLK.K 

 

1350.6233 
K.TEREDLIAYLK.K 

90 - 100 97 SI 44,9734  

1523.6766  
K.TEREDLIAYLKK.A 

 

1478.6962   
K.TEREDLIAYLKK.A 

90 - 101 97 SI 44,9804  

ND ND ---- 74 ND ---- 
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4.1.5 Cuantificación de la formación de 3-nitrotirosina por espectrometría 

de masa 

Dado que se detectó cualitativamente que en citocromo c la formación de 3-

nitrotirosina por peroxinitrito en presencia de cardiolipina es mayor, se decidió realizar 

un estudio analítico cuantitativo. Dicho análisis consiste en la hidrólisis total de las 

muestras expuestas a peroxinitrito en presencia o ausencia de cardiolipina y posterior 

cuantificación por espectrometría de masa, utilizando estándares pesados de tirosina y 

3-nitrotirosina para realizar los controles internos.  Además de la hidrólisis, para 

realizar la cuantificación se realizó una curva de calibración, también con estándares 

internos, que controlan posibles pérdidas de muestra que pueden ocurrir durante la 

manipulación. 

Los resultados obtenidos se aprecian en la Tabla 4.2. 

Muestra 3-NO2 Tirosina (p moles) Tirosina (p moles) 

Cyt c ND 504 

Cyt c + ONOO- 10.3 381 

Cyt c + CL ND 395 

Cyt c + CL + ONOO- 82.5 329 

 

Tabla. 4.2. Cuantificación de 3-nitrotirosina en muestras de citocromo c (150 pmoles 

totales de proteína, 600 pmoles totales de tirosina) expuesto a peroxinitrito (1mM) en presencia 

o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina (relación lípido/proteína: 5/1). 

 

Es de notar que existe pérdida de muestra en los pasos previos al agregado de los 

estándares interno, debido a que existe un paso de gel filtración preliminar, que 

elimina el exceso de cardiolipina en las muestras y que en dicho paso no se puede 

agregar estándares de bajo peso molecular, dado que quedarían retenidos.  

Los resultados muestran un aumento claro de la formación de 3-nitrotirosina en la 

muestra. Tomando como cantidad de tirosina total la suma de tirosina y 3-nitrotirosina, 

los resultados obtenidos muestran un aumento de nitración cercano a 7 veces en la 

condición de nitración en presencia de cardiolipina (Tabla 4.3.). Estos datos son 

acordes con los resultados obtenidos previamente, tanto por técnicas inmunoquímicas 

como HPLC y espectrofotometría. 
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 Muestra  % de 3-NO2Tirosina  

Cyt c + ONOO-  2.6  

Cyt c + CL + ONOO-  20.04  

 

Tabla. 4.3. Porcentajes de formación de 3-nitrotirosina por peroxinitrito en citocromo c 

incubado en presencia o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina. 

 

En cuanto a los rendimientos de nitración expresados por molécula de peroxinitrito 

agregada, los mismos son de 1 molécula de 3-nitrotirosina formada cada 8000 

moléculas de peroxinitrito en el caso de citocromo c expuesto a peroxinitrito, valor que 

aumenta a 1 en 1000 en el caso de citocromo c expuesto a peroxinitrito en presencia 

de liposomas conteniendo cardiolipina. 

Los resultados obtenidos hasta ahora de citocromo c expuesto a peroxinitrito en 

presencia de cardiolipina muestran que la proteína es claramente más susceptible a la 

nitración que la proteína en ausencia del lípido. Dicho cambio puede tener dos 

factores, un cambio conformacional, generado por el lípido, el cual podría exponer 

tirosinas al oxidante que de otra manera estarían protegidas o una ganancia de 

reactividad del citocromo (actividad peroxidasa), que podría, tras la reacción con 

peroxinitrito, generar especies oxidantes derivadas y posteriores nitraciones, tal como 

ha sido sugerido en la literatura (Esquema 4.2.) [75], si bien no se pudo detectar una 

reacción directa entre peroxinitrito y citocromo c oxidado expuesto a liposomas 

conteniendo cardiolipina.   
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Esquema 4.2. Cambios en la coordinación del grupo hemo de citocromo c por nitración de 

tirosinas. Los radicales derivados de peroxinitrito son capaces de nitrar las tirosinas 74 o 97 de 

citocromo c. Tras la nitración de tirosinas, particularmente Tyr 74, se induce un desplazamiento 

de la Met80 de la sexta posición de coordinación del  hierro del grupo hemo que permitiría la 

modificación (nitración) de otros residuos cercanos al hemo, por ejemplo la Tyr67. Tomado de 

Souza et al [75] 

. 

4.1.6 Evaluación de modificaciones en el Trp 59 por fluorescencia 

Dado que el triptófano ha sido reportado como uno de los residuos capaces de ser 

nitrados por peroxinitrito [209] y el citocromo c posee un residuo de triptófano en su 

secuencia, se analizó la fluorescencia del mismo tras la exposición a peroxinitrito en 

presencia o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina. Este dato es 

particularmente interesante en este trabajo ya que en el caso de la detección de la 

nitración de la Tyr 67 en citocromo c  expuesto a peroxinitrito en presencia de 

liposomas conteniendo cardiolipina, realizada por espectrometría de masa, los 

péptidos detectados contienen al Trp59 en su secuencia, por lo que es de suma 

importancia descartar que dicho aumento en +45Da, asociado a la nitración de 

tirosinas no se deba a la nitración de este residuo de triptófano. Como se mencionó 

anteriormente, la secuenciación de los péptidos obtenidos por tripsinización de las 

muestras en gel no dieron resultados significativos, por lo que se decidió realizar otro 

estudio para descartar o confirmar la nitración de Trp59 en citocromo c. 
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Tal como se observa en la Fig. 4.5., la exposición de citocromo c a peroxinitrito en 

presencia o ausencia de cardiolipina no modifica el espectro de emisión de 

fluorescencia de triptófano (ex=289 nm), que disminuye significativamente cuando 

este residuo se encuentra nitrado. Para realizar esta medida se utilizó citocromo c 

“pseudo-wild type” y citocromo c mutado en todas las tirosinas por fenilalanina. Esto 

permitió sustraer matemáticamente el aporte de las tirosinas la fluorescencia a esta 

longitud de onda de acuerdo a lo reportado por Kapralov y colaboradores [88].  

Esto permite inferir que los residuos modificados por peroxinitrito son efectivamente 

las tirosinas y que incluso en presencia de cardiolipina, donde se genera un cambio 

conformacional que expondría ciertos aminoácidos que no serían reactivos en 

ausencia de este lípido, el residuo de triptófano no se modifica.  

 

Fig. 4.5. Espectro de emisión de triptófano 59 de citocromo c.  Espectro de emisión de 

triptófano (ex =289 nm) de citocromo c (línea negra) expuesto a peroxinitrito en presencia 

(línea gris) o ausencia (línea roja) de liposomas conteniendo cardiolipina, incubado en cloruro 

de guanidinio (5M). La fluorescencia de tirosinas fue sustraída matemáticamente. 
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4.2 Formación de especies nitrantes por flujos de óxido 

nítrico y superóxido en presencia de SOD y efecto de las 

mismas en la actividad enzimática.  

Las superóxido dismutasas, al ser enzimas detoxificadoras del radical superóxido son 

vitales para mantener a concentración baja este radical, el cual, tras la rápida reacción 

con óxido nítrico puede formar peroxinitrito el cual, como se mencionó previamente, es 

una molécula altamente oxidante y nitrante.  

Estudios previos han demostrado que tanto la CuZnSOD  [159] como la MnSOD [40] 

son inactivadas por peroxinitrito. Es por lo tanto de interés determinar si, en presencia 

de SOD, flujos de superóxido y óxido nítrico son capaces de reaccionar para formar 

peroxinitrito, con la consiguiente inactivación de las SOD, lo que generaría una 

retroalimentación positiva para la formación se peroxinitrito ya que al inactivarse las 

SOD, más superóxido estaría disponible para reaccionar con óxido nítrico, formando 

más peroxinitrito capaz de inactivar aún más SOD. Sin embargo, esta situación genera 

un “dilema cinético” ya que las SOD, tal como se mencionó previamente, reaccionan 

con superóxido con una constante cercana al límite de difusión por lo que asumir que 

el peroxinitrito en estas condiciones pueda de hecho formarse es una de las variables 

a definir en este estudio, utilizando tanto técnicas de análisis in vitro como in silico 

En esta parte se estudiará entonces la actividad de las SOD (CuZnSOD y MnSOD) en 

presencia de flujos simultáneos de óxido nítrico y superóxido en diferentes 

condiciones, así como la nitración de MnSOD la cual, como se ha reportado 

previamente [50], es la causa de su inactivación, particularmente a nivel de la tirosina 

34 de esta proteína.  

4.2.1 Estudio de la actividad y nitración de CuZnSOD y MnSOD expuestas 

a flujos simultáneos de óxido nítrico y superóxido  

Tal como se observa en la Fig. 4.6. la exposición de CuZnSOD (5 µM) y 

MnSOD (5µM) a flujos simultáneos equimolares (10 µM/min) de superóxido y óxido 

nítrico llevó a la inactivación dosis-dependiente de ambas enzimas, obteniéndose un 

máximo de 60% de inactivación a los 30 minutos de incubación (Fig. 4.6.A).  La 

inactivación fue verificada también por geles de actividad en el caso de CuZnSOD, 

observándose también un comportamiento dosis dependiente (Fig. 4.6.B).  

Dado que ambas enzimas son inactivadas por peroxinitrito, esta inactivación indicaría 

que la formación de peroxinitrito ocurre  en presencia de estas enzimas 

detoxificadoras.  Debido a que la inactivación de MnSOD por peroxinitrito ocurre 

específicamente por la nitración de la tirosina 34, se realizó un análisis inmunoquímico 
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de la formación de MnSOD bajo las mismas condiciones (Fig. 4.6.C). Tal como se 

observa en la Fig., la nitración de MnSOD también demuestra un comportamiento 

dependiente del tiempo de exposición a flujos, mostrando una relación entre los 

perfiles de actividad determinados previamente, lo que indicaría que la nitración de 

MnSOD está relacionada con la pérdida de actividad observada. 

Como control, se evaluó el efecto de los flujos por separado, para eliminar como causa 

de inactivación cada uno de los radicales por separado, así como productos derivados 

de los mismos, ya sea por subproductos generados por la degradación de los 

radicales (como es el peróxido de hidrógeno) o el ácido úrico, sub producto de la 

reacción de generación de superóxido por el sistema xantina/ xantina oxidasa.  

 

Tal como se observa en la Tabla 4.4 se muestran las actividades de CuZnSOD y 

MnSOD (5 µM) expuestas a flujos de óxido nítrico y superóxido (10 µM/min, 10 min), 

estudiando además el efecto del agregado de uricasa (2 U/mL), catalasa (100 U/mL) y 

peróxido de hidrógeno (50 µM). 
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Fig. 4.6. Inactivación dependiente del tiempo de MnSOD y CuZnSOD expuestas a flujos 

de superóxido y óxido nítrico.  (A) Curso temporal de la actividad de CuZnSOD y MnSOD (5 

µM) expuesta a flujos equimolares de óxido nítrico y superóxido (10 µM/min) (37°C, pH 7,4). (B) 

Gel nativo de actividad de CuZnSOD expuesta a flujos de óxido nítrico y superóxido expuesta a 

los mismos durante 0, 10 y 30 minutos. La actividad SOD se detecta como bandas sin color. 

(C) Inmunodetección de la formación de 3-nitrotirosina en MnSOD (5 µM), expuesto a flujos 

equimolares de óxido nítrico y superóxido (10 µM/min) durante 0, 3, 5, 10, 20 y 30 minutos. 
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Condición CuZnSOD 

% Actividad 

MnSOD 

% Actividad 

Control (SOD) 100  7 100  5 

SOD + J ● PNO y JOB2PB

●-
P

 66  13 68  14 

SOD + J P

●
PNO 

 

99 ± 11 

 

94 ± 2 

 
SOD + J OB2PB

●-
P

 
92 ± 8 

 

99 ±  6 

 
SOD + JP

●
P NO y JOB2PB

●-
P + uricasa 78  3 52  4 

SOD + JP

●
P NO y JOB2PB

●-
P + catalasa 77  12 58  5 

SOD + JP

●
P NO y JOB2PB

●-
P + HB2BOB2B 72  15 63  9 

 

Tabla. 4.4. Actividad de MnSOD y CuZnSOD expuestas a flujos de óxido nítrico y 

superóxido (JNO y JO2
-, respectivamente), en presencia de uricasa, catalasa y peróxido de 

hidrógeno.  

 

Por otra parte, para determinar el mecanismo por el que sucede este proceso, se 

realizaron estudios de detección de radicales proteicos.  

En este caso se utilizaron técnicas inmunoquímicas que permiten detectar atrapadores 

de spin (DMPO) tras su decaimiento a nitrona utilizando un anticuerpo anti-DMPO que 

detecta dicho compuesto unido a proteínas. Esta técnica permite detectar de manera 

muy sensible la formación de radicales proteicos, sin la necesidad de utilizar técnicas 

como el EPR, que requieren una cantidad de proteína alta para poder detectar una 

señal adecuada. 

La detección de radicales proteicos es sumamente importante tanto para el caso de 

MnSOD, donde la formación de un radical en un residuo de tirosina es parte del 

mecanismo propuesto, como para CuZnSOD, ya que al carecer de tirosinas en su 

secuencia la determinación de la formación de radicales  aportaría datos sobre el 

mecanismo de inactivación. En el caso de CuZnSOD, reportes previos mostraron que 

cuando se expone la proteína a peroxinitrito se detecta un radical histidinilo, sugiriendo 

que dicho radical estaría interviniendo en la inactivación de la proteína [159]. 

Tal como se observa en la Fig. 4.7., tras la exposición a flujos simultáneos de óxido 

nítrico y superóxido, se detecta la generación de un radical proteico tanto en el caso 

de CuZnSOD como en MnSOD. En el caso de CuZnSOD (Fig. 4.7.A se detecta que la 

señal del radical es dependiente del tiempo de exposición a los flujos, de manera 

similar a la inactivación de la proteína. La detección de un radical proteico en estas 
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condiciones apoya la hipótesis de la formación de un radical histidinilo involucrado en 

la inactivación de la proteína.  

Dicho radical puede evolucionar a otros compuestos tales como nitrohistidina, y otros 

derivados oxidados. 

En el caso de la MnSOD se expuso la muestra a flujos simultáneos de superóxido y 

óxido nítrico y a peroxinitrito, en presencia o ausencia de DMPO. Tal como se observa 

en la Fig. 4.7.B. la presencia de DMPO disminuye la nitración en MnSOD, y se detecta 

la presencia de radicales, confirmando que el mecanismo de nitración en MnSOD 

depende de un paso intermedio de formación de radicales proteicos. Esto es de 

importancia dado que apoya la hipótesis de que un oxidante fuerte (peroxinitrito) se 

está formando durante la incubación de la proteína, a pesar de la presencia de 

superóxido dismutasa catalizando la desaparición superóxido.  

 

Fig. 4.7. Formación de radicales libres en CuZnSOD y MnSOD expuesta a flujos de 

óxido nítrico y superóxido. A. CuZnSOD (5 µM) se expuso a flujos equimolares de superóxido y 

óxido nítrico (10 µM/min) durante 10 y 30 minutos y a peroxinitrito (100µM) ROA: Adición de 

peroxinitrito descompuesto. B. MnSOD (5 µM) se expuso a flujos equimolares de superóxido y 

óxido nítrico (10 µM/min) y a peroxinitrito (100 µM) en presencia o ausencia de DMPO (22mM) 

evaluando la formación de radicales proteicos (panel superior) o nitración de tirosinas (panel 

inferior).  



 

71 

 

Para poder justificar cinéticamente cómo se forma peroxinitrito a partir de superóxido y 

óxido nítrico en presencia de superóxido dismutasa se realizaron simulaciones 

computacionales, donde se emularon las condiciones experimentales (SOD 5 µM; 

flujos equimolares de superóxido y óxido nítrico 10µM/min), junto con las reacciones 

que se muestran en la Tabla 4.5. 

 

Tabla. 4.5. Reacciones que tienen lugar cuando se genera óxido nítrico y superóxido 

simultáneamente en presencia de superóxido dismutasa. (f) y (r) representan las constantes 

cinéticas en avance y en reversa, respectivamente. 

 

En la Fig. 4.8 se muestran los perfiles de concentración en función del tiempo de las 

especies de interés (superóxido, óxido nítrico y peroxinitrito) en presencia o ausencia 

 Reacción k Referencia 

1) OB2PB

●-
P + P

●
PNO→ ONOOP

-
P  5 x 10P

9 
PMP

-1
P sP

-1
P [22] 

2) OB2PB

●-
P + SOD + 2 HP

+
P→ OB2B + SODBredB 

2.0 x 10P

9 
PMP

-1
P sP

-1
P

 [210] 

3) SODBred B+ OB2PB

●-
P + 2 HP

+
P→ SOD + HB2BOB2B 

2.0 x 10P

9
P MP

-1
P sP

-1
P

 [210] 

4) OB2PB

●- + OB2PB

●-
P → HB2BOB2B + OB2B 

2.5 x 10P

5 
PMP

-1
P sP

-1
P [211] 

5) ONOOP

-
P → NOB3PB

-
P

 

0.63 sP

-1
P [212] 

6) ONOOP

-
P→ P

●
PNOB2B + P

●
POH 0.27 sP

-1
P [212] 

7a) CuZnSOD + ONOOP

-
P → CuZnSODBinactivaB 

9.1 x 10P

3 
PMP

-1
P sP

-1
P 

[159] 

7b) MnSOD + ONOOP

-
P → MnSODBinactivaB 

1.0 x 10P

5 
PMP

-1
P sP

-1
P

 [18] 

8) 
P

●
POH + NOB2PB

-
P → OHP

-
P + P

●
PNOB2B 

1.0 x 10P

10
P MP

-1
P sP

-1
P

 [213] 

9) 
P

●
POH + P

●
PNO → NOB2PB

-
P + HP

+
P

 

2.0 x 10P

10 
PMP

-1
P sP

-1
P

 [213] 

10) 
P

●
POH + P

●
PNOB2B → ONOOP

-
P+ H+

 

4.5 x 10P

9
P MP

-1
P sP

-1
P

 [214] 

11) 
P

●
POH + OB2PB

●-
P → OB2B + OHP

-
P

 

7 x 10P

9 
PMP

-1
P sP

-1
P

 [213] 

13) 2 P

●
PNO + OB2B → 2 P

●
PNOB2B  2.9 x 10P

6 
PMP

-2
P sP

-1
P

 [215] 

14) P

●
PNO + P

●
PNOB2 B⇌ NB2BOB3B 

1.1 x 10P

9
P MP

-1
P sP

-1
P 

(f)P

a
P 

[213] 

  8.4 x 10P

4
P sP

-1 
P(r)  

15) 2 P

●
PNOB2B ⇌ NB2BOB4B 

4.5 x 10P

8 
PMP

-1
P sP

-1
P (f) [213] 

  6.9 x 10P

3
P sP

-1
P (r)  

16) NB2BOB3B + HB2BO → 2 NOB2PB

-
P + 2HP

+
P 

8.2 x 10P

4
P sP

-1 b
P

 [215] 

17) NB2BOB4B + HB2BO → NOB2PB

-
P + NOB3PB

-
P+ 2HP

+
P

 

1 x 10P

3 
PsP

-1
P

 [216] 

18) NOB2PB

●
P + OB2PB

●-
P ⇌ OB2BNOOP

-
P

 
4.5 x 10P

9 
PMP

-1
P sP

-1 
P(f) [217] 

  1.1 sP

-1 
P(r)  

19) OB2BNOOP

-
P → NOB2PB

- 
P+ OB2B 

1.3  sP

-1
P

 [217] 

20) NB2BOB3B + ONOOP

-
P → NOB2PB

-
P + 2 P

●
PNOB2B  3.1 x 10P

8
P MP

-1
PsP

-1
P [218] 

21) ONOOP

-
P +P

 ●
POH → ONOOP

● 
P+ OHP

-
P 

4.8 x 10P

9
P MP

-1
PsP

-1
P

 [214] 
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de superóxido dismutasa. Los resultados obtenidos muestran un cambio dramático en 

los estados estacionarios de superóxido, que cambia de concentraciones en el rango 

de nM a pM, y de óxido nítrico, que cambia su concentración transitoria del orden de 

nM a µM en presencia de SOD. Sin embargo, y sorprendentemente, en presencia de 

SOD la formación de peroxinitrito decrece solamente 37%, demostrando por lo tanto 

que peroxinitrito se puede formar a partir de superóxido y óxido nítrico a pesar de la 

dismutación catalítica de superóxido y es capaz entonces de reaccionar con diferentes 

blancos, incluyendo a la propia SOD.  

En el organismo no sólo existen enzimas detoxificantes sino también otros agentes de 

bajo peso molecular que actúan como antioxidantes contra especies reactivas. Si bien 

en nuestro sistema se pudo determinar que se forma peroxinitrito y que dicha molécula 

es capaz de inactivar (vía nitración u oxidación) a las dos SOD testeadas, estos 

estudios fueron realizados en ausencia de otros agentes antioxidantes. Por ello se 

realizaron estudios incubando ambas enzimas a flujos de óxido nítrico y superóxido, 

en presencia de antioxidantes, particularmente ácido úrico, molécula que ha sido 

ampliamente reportada como atrapador de moléculas derivadas del peroxinitrito tales 

como dióxido de nitrógeno y radical hidroxilo [195, 219, 220] y glutatión, el cual 

reacciona tanto con peroxinitrito (k=1.35 x 103 M-1s-1 ) [221] como con dióxido de 

nitrógeno (k= 2,0 x 107 M-1s-1) [222].  

Los resultados obtenidos, tal como se observa en la Fig. 4.9 muestran que, en 

presencia de ácido úrico, la inactivación no se afecta, si bien si disminuyó la nitración 

de tirosinas en MnSOD. Los mismos resultados se observaron en el caso de la adición 

de peroxinitrito en bolo, realizado como control.  Un resultado llamativo es el que se 

observa en el estudio de la nitración de MnSOD en presencia de glutatión (Fig. 4.9.D) 

por flujos de óxido nítrico y superóxido, donde se observó que la nitración, si bien 

disminuye en presencia del agente antioxidante, no se inhibe completamente, como es 

el caso cuando se expone la enzima a peroxinitrito en bolo o flujo en presencia de 

glutatión. Este resultado podría indicar que la nitración mediada por flujos de óxido 

nítrico y superóxido no depende exclusivamente de la formación de peroxinitrito sino 

que la presencia de óxido nítrico y otros oxidantes, podría ser capaz que nitrar la 

enzima, probablemente luego de la generación de radical tirosilo por un oxidante fuerte 

generado en el sistema.  
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Fig. 4.8. Simulaciones computacionales de la concentración de superóxido, óxido nítrico 

y peroxinitrito en las condiciones experimentales utilizadas en los experimentos en presencia o 

ausencia de SOD. Las condiciones simuladas son flujos equimolares de superóxido y óxido 

nítrico en presencia de CuZnSOD 5 µM, utilizando las reacciones presentadas en la Tabla 4.5. 
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A nivel celular la generación de los flujos de oxidantes no es necesariamente 

equimolar, por lo que se estudió la actividad y nitración de CuZnSOD y MnSOD en 

presencia de flujos de óxido nítrico y superóxido en diferentes relaciones. Tal como se 

observa en la Fig. 4.10 cuando la SODs fueron expuestas a un flujo constante de 

superóxido (10 o 30 μM/min), variando el flujo de óxido nítrico la inactivación 

enzimática se mantiene (Fig 4.10 A y B), llegando a un máximo de inactivación 

cercano al 40- 50% a una relación de flujos de 3/1 óxido nítrico/ superóxido donde  la 

concentración de peroxinitrito calculada por métodos computacionales  llega a una 

meseta (Fig. 4.10.A inset). Esto indica que la inactivación de las enzimas se relaciona 

directamente con la formación de peroxinitrito en el sistema y no con la formación de 

 

Fig. 4.9. Efecto del ácido úrico y el glutatión en la actividad y nitración de SOD. (A y C) 

Actividad de CuZnSOD (barras negras) y MnSOD (barras blancas) (5M) luego de la 

exposición a flujos de óxido nítrico y superóxido  (10 μM/min, 10 min) en ausencia o presencia 

de ácido úrico (100 μM  y 1 mM) o glutatión (1 y 10 mM). (B y D) Detección inmunoquímica de 

3-nitrotirosina en muestras de MnSOD expuestas a flujos de óxido nítrico y superóxido en 

presencia o ausencia de ácido úrico  (1 mM) o glutatión (10 mM) en las mismas condiciones 

que en A y C. Los asteriscos indican una diferencia estadísticamente significativa utilizando el 

test LSD (p <0.05). 
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radicales, los cuales, al variar la relación de los flujos estudiados presentan una 

variación tipo campana, disminuyendo la generación de dióxido de nitrógeno y radical 

hidroxilo a medida que aumenta la generación de uno de los flujos.  

Sin embargo, la nitración de MnSOD no tuvo el mismo comportamiento, ya que la 

misma aumentó linealmente al aumentar la relación de óxido nítrico/superóxido (Fig. 

4.10. B inset). Esto es coherente con los resultados observados en la Fig. 4.9, donde 

el agregado de glutatión a la muestra durante la exposición a flujos de óxido nítrico y 

superóxido no inhibe la nitración. Esto indica que parte de la nitración, aunque no la 

inactivación dependiente de esta modificación es mediada por óxido nítrico u otro 

derivado.  
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Fig. 4.10. Efecto de la variación de la relación de los flujos de oxido nítrico / superóxido 

en la actividad de CuZnSOD y MnSOD. (A) Se expuso CuZnSOD (5μM) a un flujo constante de 

superóxido, 10 μM/min por 10 min (■) o 30 μM/min por 3 min (□), variando la generación de 

óxido nítrico de 5 a 30 o 15 a 90 μM/min. Inset: Simulaciones computacionales de los  niveles 

de estado estacionario de peroxinitrito alcanzados a diferentes relaciones de flujos de óxido 

nítrico/superóxido utilizando las reacciones presentadas en la Tabla 4.3. (B) Se expuso MnSOD 

a un flujo constante de superóxido (10μM/min) durante 10 minutos, variando el flujo de óxido 

nítrico de 5 a 30 μM (min. Inset: Inmunodetección de la formación de 3-nitrotirosina en las 

muestras.  
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4.2.2 Determinación de la constante de reacción de MnSOD con 

peroxinitrito 

Debido a la controversia entre las constantes de reacción de MnSOD con peroxinitrito 

y dado que los resultados difieren entre sí por varios órdenes de magnitud se estudió 

nuevamente la reacción de MnSOD (utilizando la enzima humana) con peroxinitrito.  

Los resultados obtenidos se observan en la Fig. 4.11. En este caso se observaron 

diferencias con las dos constantes reportadas, obteniéndose un valor 4,8 ± 0,3 x 103 M-

1s-1 por monómero (1,92 x104 M-1s-1 por tetrámero). Este valor de reacción se 

encuentra en el orden de la constante reportada para CuZnSOD con peroxinitrito (9,3 x 

103 M-1s-1 por monómero, 1,86 x 104 M-1 s-1 por dímero) [159]. La similitud de la 

constante entre ambas metaloenzimas, que poseen características estructurales 

similares, es esperable.  

Es de notar que los valores obtenidos en este caso se determinaron por un ajuste no 

lineal, a un decaimiento exponencial de primer orden. Esto es llamativo ya que las 

constantes reportadas previamente se realizaron por un ajuste a velocidades iniciales, 

ya que los resultados obtenidos no ajustaban al comportamiento reportado en este 

caso. La obtención de este tipo de comportamiento es compatible con una reacción 

catalítica de la MnSOD con peroxinitrito. Si se considera que sólo un pequeño 

porcentaje de peroxinitrito puede reaccionar cada vez con MnSOD y considerando las 

concentraciones utilizadas (MnSOD 0-20 M y peroxinitrito 128 M), se puede explicar 

este mecanismo “catalítico” como múltiples sitios de Mn en MnSOD reaccionando 

cada vez con peroxinitrito de manera que no llega a agotar la cantidad de MnSOD 

disponible, aún si con cada reacción la MnSOD se inactiva por oxidación del Mn y 

posterior reacción de nitración de Tyr 34 en el sitio activo. Por otra parte podría existir 

otro mecanismo catalítico donde el Mn oxidado por la reacción con peroxinitrito podría 

oxidar una nueva molécula de peroxinitrito a radical nitrosodioxilo. Estos mecanismos 

se indican en las siguientes ecuaciones: 

Mn3+ + ONOO-  Mn4+=O + .NO2                   (6)                    

Mn4+=O + Tyr34  Mn3+ + .Tyr34            (7)           

Mn4+=O + ONOO-  Mn3+ + ONOO.        (8)            

ONOO.  .NO + O2                                  (9)          
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Fig. 4.11. Determinación de la constante de reacción de segundo orden de MnSOD (0-20 

M) con peroxinitrito (128 M), pH 7,44, 25°C; midiendo a 302 nm. Las constantes de velocidad 

se obtuvieron por regresión no lineal a una función exponencial simple 

 

Los datos de kobs obtenidos para cada concentración de MnSOD se muestran en la 

Tabla 4.6.  

 

[MnSOD] μM k (s-1) ±SD 

0 0.399 0.004 

5 0.411 0.006 

10 0.457 0.004 

20 0.485 0.007 

  

Tabla. 4.6. Valores de constantes observadas del decaimiento de peroxinitrito (medido a 

302 nm) en presencia de MnSOD a diferentes concentraciones.  
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El valor de la constante de reacción de segundo orden se obtuvo por un ajuste lineal 

de las kobs  vs la concentración de MnSOD utilizada.  

En todos los casos se observó nitración de MnSOD cuando la misma fue expuesta a 

peroxinitrito, y un decremento en la actividad enzimática (actividad remanente 30%), 

probablemente por nitración de Tyr 34.  

4.2.3 Estudio de la formación de oxígeno por peroxinitrito en presencia de 

MnSOD 

Para continuar el estudio de la reacción entre MnSOD y peroxinitrito se realizaron 

estudios de oximetría estudiando la evolución del oxígeno a partir de peroxinitrito, 

evaluando el efecto de la presencia de MnSOD, de acuerdo al mecanismo catalítico 

propuesto previamente (Ecuaciones 6-9).  

En la Fig. 4.12 se muestran resultados preliminares de los perfiles de producción de 

oxígeno tras el agregado de peroxinitrito. Tal como se ve en la Fig 4.12., la presencia 

de MnSOD no modifica la concentración de oxígeno final, pero si la velocidad de 

formación del mismo, siendo dependiente de la concentración de enzima.  
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Fig. 4.12. Perfiles de producción de oxígeno por peroxinitrito en presencia o ausencia de 

MnSOD. Se expuso peroxinitrito (200 µM) a concentraciones diferentes concentraciones de 

MnSOD (5 y 10 µM) observando las variaciones en la producción de oxígeno.  
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La constante de segundo orden global, obtenida a partir de las pendientes de 

producción de oxígeno es (5.6 ±2.9) x 10 4 M-1s-1  a 37°C, pH 7,4 (Fig. 4.13). Esta 

constante es mayor a la obtenida por métodos de cinética rápida de flujo detenido, sin 

embargo, dado que los mecanismos de producción de oxígeno en estas condiciones 

no han sido completamente elucidados, puede haber más de un factor que influya en 

la producción de esta molécula por parte de peroxinitrito en presencia de MnSOD. 
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Fig. 4.13. Cálculo de la constante de segundo orden global de la reacción de peroxinitrito 

con MnSOD a partir de las pendientes en la producción de oxígeno y su variación por la 

presencia de MnSOD. 

 

Otro dato obtenido en estos experimentos fue el pico de flujo máximo de producción 

de oxígeno, obtenido directamente a través de los cálculos de la derivada del consumo 

de oxígeno. Estos muestran una importante diferencia con respecto a la presencia o 

ausencia de MnSOD observándose también una diferencia en los tiempos que tarda el 

sistema en alcanzar ese máximo de producción de oxígeno, coherente con lo 

mencionado previamente en el cálculo de las pendientes (Tabla 4.7).  
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Condición Flujo máximo de O2 (nM/s) Tiempo máx. (s) 

ONOO- sin MnSOD -165 47 

+ MnSOD 5 µM -669 14 

+ MnSOD 10 µM -664 10 

+ BSA 10 µM -133 45 

 

Tabla. 4.7. Flujo máximo de producción de oxígeno por peroxinitrito en presencia o 

ausencia de MnSOD y tiempo de generación de dicho flujo máximo.  

 

Es de notar que la presencia de otra proteína tal como la albúmina bovina, que 

no posee metales ni sitios de reacción directa con peroxinitrito no modifican ni la 

pendiente ni el flujo máximo de producción de oxígeno, mostrando que es la reacción 

con el metal de la MnSOD la responsable de la aceleración de dicha reacción.  
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Objetivo 2- Caracterización estructural de la interacción de 

citocromo c y cardiolipina y caracterización de modificaciones 

estructurales de MnSOD  

4.3  Caracterización por NMR de la interacción de citocromo c 

y cardiolipina 

Para determinar la naturaleza de los cambios estructurales sufridos por citocromo c en 

presencia de cardiolipina se realizaron estudios de NMR para determinar los cambios 

ocasionados por el agregado de liposomas conteniendo cardiolipina tanto a nivel de 

los elementos cercanos al grupo hemo, utilizando el Fe3+ como sonda paramagnética 

(NMR paramagnético) como a nivel de la proteína completa (NMR diamagnético).  

4.3.1 Estudios de NMR paramagnético de citocromo expuesto a 

cardiolipina 

Los estudios por NMR paramagnético permiten observar los cambios sufridos por los 

grupos cercanos al hierro del grupo hemo tales como metilos del propio grupo hemo o 

zonas de los residuos que coordinan al hierro, midiendo los cambios en los protones 

(1H) cercanos. 

En los estudios realizados se expuso citocromo c a liposomas conteniendo 

cardiolipina, aumentando la relación lípido proteína. Como se observa en la Fig. 4.14, 

frente al aumento de la relación de cardiolipina se observa un ensanchamiento de los 

picos y una disminución de la intensidad de las señales, principalmente a nivel de los 

metilos 8 y 3 del grupo hemo y del metilo  de la Met80.  

La asignación de cada pico en el espectro paramagnético fue tomada de la literatura 

[223, 224]. 
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Fig. 4.14. Efecto del agregado de cardiolipina en el espectro paramagnético (
1
H)  de 

citocromo c. Espectro paramagnético de la titulación de citocromo c (0,5 mM) expuesto a 

concentraciones crecientes de liposomas conteniendo cardiolipina. (Amortiguador fosfato 20 

mM, pH 7,4, 37 °C) 

 

En el Esquema 4.3 se observa un esquema del grupo hemo del citocromo c con las 

estructuras referidas en la Fig. 4.14. 

 

Esquema 4.3. Representación del grupo hemo de citocromo c. Tomado de Abriata et al [112]. 

 

Se ha demostrado que con cambios puntuales en citocromo c, específicamente con la 

nitración a nivel de la Tyr74, se observa un cambio similar a la transición alcalina a pH 
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fisiológico, que se refleja en el espectro paramagnético como la desaparición del pico 

correspondiente a la Met80 [112]. Se ha propuesto que la interacción de citocromo c 

con cardiolipina favorecería esta transición ya que aumenta la actividad peroxidasa de 

la proteína. En este caso si bien se observa un decrecimiento del pico y un 

ensanchamiento el mismo se observa a relaciones de lípido/proteína de 20 o mayores, 

donde el resto de los picos correspondientes a otros elementos sufren un decremento 

mayor.  

Para determinar si una de las señales decrece más con respecto a las demás, hecho 

que implicaría un cambio conformacional puntual en la proteína, se analizaron las 

integrales de los picos correspondientes a los metilos 5 y 8 del grupo hemo, así como 

el metilo  de la Met80, que se observa en la Fig. 4.15. No se observan diferencias en 

la disminución del área de los picos. Tal como ha sido descrito previamente por Soussi 

y colaboradores, el ensanchamiento de las bandas se puede explicar por las señales 

superimpuestas de citocromo c libre y unido a agregados de liposomas de diferentes 

tamaños, bajo condiciones de intercambio lento entre la especie unida y la libre (KD= 35 

µM) [225] y en general generado por una unión no específica a la proteína [223] y 

principalmente de carácter electrostático. Cambios reportados previamente [223], 

particularmente en las regiones cercanas a 10 ppm y -6 ppm no pudieron detectarse. 

 

Fig. 4.15. Integral de los picos correspondientes a los metilos  3 y 8 del grupo hemo y el 

metilo  de la Met80.  
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Dado que el citocromo c sufre cambios a diferentes pH, y en particular el cambio de la 

conformación III a la IV se da con un pKa de 9,3, se realizaron espectros a ese pH.  

Como se observa en la Fig. 4.16, a pH 9,4 no se observa una desaparición más 

acelerada de la señal correspondiente a los metilos de la Met80, similar a lo observado 

a pH 7,4, obteniéndose además una menor disminución y ensanchamiento de las 

señales. Esto es concordante con lo reportado previamente por Soussi y 

colaboradores, donde se propone que la interacción entre citocromo c y cardiolipina es 

fundamentalmente de carácter electrostático, por lo cual la interacción entre el 

citocromo c a este pH con cardiolipina, un lípido aniónico, estaría disminuida [223]. Las 

señales iniciales, sin cardiolipina, son menores a las observadas a pH fisiológico.  

Estos resultados están en concordancia con estudios recientes donde, por estudios de 

fluorescencia con derivados dansilados muestran que la interacción de citocromo c 

con liposomas conteniendo cardiolipina generan estados de desnaturalización 

variables, desde un estado “compacto” a un estado altamente extendido, donde la 

estructura se asemeja a aquella obtenida tras la exposición a agentes 

desnaturalizantes pero generados principalmente por interacciones electrostáticas 

entre la proteína y el lípido [226]. 

 

 

 

Fig. 4.16. Espectro paramagnético de citocromo c (0,5 mM) expuesto a concentraciones 

crecientes de liposomas conteniendo cardiolipina, amortiguador fosfato 20 mM, pH 9,4. (En 

relación 20/1 CL/cyt c el espectro se visualiza 2X) 
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Dada la alta concentración de lípidos a la que se sometió la muestra de citocromo c, 

se realizó un control para verificar que la variación en la señal obtenida no se debe a 

un problema de viscosidad o interacción con lípidos en general y no particularmente 

con la cardiolipina. Para ello se expuso citocromo c a concentraciones crecientes de 

liposomas conformados exclusivamente por fosfatidilcolina (SOPC), estudiando su 

espectro paramagnético (1H). Dicho control se observa en la Fig. 4.17, donde se 

observa que la presencia de liposomas que no contienen cardiolipina no afecta ni la 

intensidad ni la forma de los picos obtenidos.  

 

Fig. 4.17. Espectro paramagnético de citocromo c (0,5 mM) expuesto a concentraciones 

crecientes de liposomas conteniendo SOPC exclusivamente. (pH 7,4, 37°C). 

4.3.2 NMR diamagnético 

Además de los estudios paramagnéticos, se realizaron estudios diamagnéticos, 

analizando la proteína total. Los estudios en dos dimensiones (1H-15N) permiten 

determinar variaciones en la estructura de la proteína, obteniéndose señales para 

cada residuo de la proteína y cambios en los espectros permiten determinar cambios 

conformacionales en una proteína.  
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Para realizar esos estudios, particularmente los de HSQC (Heteronuclear single-

quantum correlation) se utilizó citocromo c marcado en 15N, lo cual permite 

correlacionar los protones (1H) unidos a los átomos de nitrógeno marcado, permitiendo 

detectar los grupos NH de la cadena principal de la proteína. Dado que estas señales 

son sensibles al ambiente local de cada par 1H15N, estas medidas pueden utilizarse 

para detectar cambios ocasionados por la unión a cardiolipina. Los experimentos de 

HSQC se realizaron con citocromo c pseudo wild-type en ausencia o presencia de 

concentraciones crecientes de liposomas conteniendo cardiolipina. En el experimento 

realizado en ausencia de cardiolipina se realizó la asignación de residuos para cada 

pico utilizando como referencia los datos obtenidos por Liu et al para esta proteína 

[227]. Además de los estudios de HSQC, se realizaron medidas de 1H-15N HET-

SOFAST. 

Tal como se observa en la Fig. 4.18.A, en el caso de la proteína sin cardiolipina se 

obtuvo un espectro con picos definidos para cada residuo. A medida que se agregó 

cardiolipina se observa un ensanchamiento y disminución de la señal de los picos (Fig. 

4.18 B y C) que resultan en la pérdida de definición de cada residuo. Este cambio se 

observó incluso en relaciones sub-equimolares de cardiolipina/citocromo c. 

Estos resultados están en concordancia con lo reportado en paralelo con nuestros 

experimentos por Kagan y colaboradores [88]. 
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Fig. 4.18. Espectros HSQC 
15

N
1
H de citocromo c expuesto a dosis crecientes de 

cardiolipina. (A) Espectro HSCQ de citocromo c marcado con 
15

N (0,5 mM). (B) Idem A más 

250 M liposomas conteniendo 50% TOCL (C) Idem A más 1mM liposomas conteniendo 50% 

TOCL. w2 corresponde a la señal de 
1
H y w1 a la del 

15
N. 

 

De los espectros de HSQC no se logró determinar un cambio en la estructura de la 

proteína ya que tras el agregado de cardiolipina la disminución de las señales no 
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permite determinar un cambio, y los picos que si se lograron ver a pesar de la 

atenuación y ensanchamiento de la señal no presentan movimientos significativos con 

respecto a la asignación del citocromo c sin tratar con cardiolipina. 

También se realizaron experimentos de SOFAST, método que realiza una correlación 

entre los espectros en dos dimensiones (1H-15N) que provee información sitio-

específica acerca de la heterogeneicidad estructural a lo largo de la cadena 

polipeptídica [228]. Estos estudios se realizaron para observar el efecto del agregado 

de cardiolipina a citocromo c, y también como forma de confirmar el plegamiento de la 

forma nativa del citocromo c pseudo-wild type.  

En este tipo de estudios se mide la difusión del spin del 1H (llamado efecto NOE o 

NOE) y los valores de NOE, van de 0 a 1, siendo los valores más bajos 

correspondientes a estructuras ordenadas y estructuras secundarias definidas y los 

valores más altos estructuras más flexibles o desordenadas.  

La clasificación se muestra en el esquema 4.4. tomado de Schanda et al [228]. 

 

 

Esquema 4.4. Clasificación de muestras polipeptídicas según su valor de NOE, en categorías 

correspondientes a diferentes grados de compactación estructural.  

 

Los valores de NOE obtenidos para el citocromo c pseudo wild type se muestran en la 

Fig. 4.19. Ahí se puede observar que de acuerdo a los resultados obtenidos, y 

comparando con la estructura de citocromo c wild type comercial purificado no se 

observan diferencias en la estructura secundaria de la proteína.  
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Fig. 4.19. Valores de NOE  (panel superior) e intensidad de la señal de HSQC (panel 

inferior) de citocromo c pseudo wild type, correlacionado con la estructura reportada de 

citocromo c comercial (panel medio). Estas medidas se realizaron por irradiación preferencial 

de los residuos alifáticos de la proteína  

 

Luego de confirmar que no existen diferencias significativas entre la estructura 

secundaria del citocromo c pseudo wild type con el citocromo c nativo, se procedió a 

realizar el estudio tras el agregado de liposomas conteniendo cardiolipina. El resultado 

se observa en la Fig. 4.20. Los resultados obtenidos de NOE  son muy dispersos y con 

un error muy alto, por lo que no los datos no son concluyentes, si bien se observa una 

pequeña diferencia a nivel de la secuencia 8 a 14 y 63 a 69.  

Se puede concluir que el método de NMR en solución tal como se planteó no generó 

resultados concluyentes. Dicha falta de resultados pueden deberse a una limitación 

propia del método, por lo cual se debería probar otro método, particularmente NMR en 

estado sólido, que permite el estudio de interacciones de proteínas con membranas, 

tal como ha sido reportado para el caso de otras proteínas, pudiéndose determinar 

cambios puntuales en la estructura proteica [229]. 
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Fig. 4.20. Panel superior: Valores de NOE  de citocromo c pseudo wild type (0,5 mM), en 

presencia o ausencia de liposomas conteniendo cardiolipina (relación cardiolipina/citocromo c 

2/1). Panel inferior: Representación de citocromo c (código PDB 1HRC) con las zonas que 

muestran cierta variación en presencia de cardiolipina marcadas en rojo.  

 

4.4 Estudio de la topografía de las tirosinas de citocromo c 

durante su interacción con cardiolipina 

Como se mencionó previamente, el citocromo c posee 4 tirosinas altamente 

conservadas. Mediante el uso de mutantes en cada una de las tirosinas (Tyr48Phe; 

Tyr67Phe; Tyr74Phe; Tyr97Phe y un mutante que tiene sustituido por fenilalanina 

todas sus tirosinas) se realizó el estudio de la influencia de cada uno de estos residuos 

en la estructura de la proteína durante su interacción con cardiolipina y el efecto de los 

mismos en la actividad peroxidasa de citocromo c tras su interacción con cardiolipina.  
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Tal como se vio en la Fig. 1.3 de las cuatro tirosinas presentes en citocromo c 

cristalizado en ausencia de cardiolipina, la tirosina 67 es la más cercana. La hipótesis 

de este trabajo fue que, durante la interacción con cardiolipina, la Tyr 67, dada su 

proximidad, jugaría un rol importante durante el desarrollo de la actividad peroxidasa 

de citocromo c.  

4.4.1 Estudios de fluorescencia de la influencia de cada residuo de 

tirosina en la interacción con cardiolipina 

Para validar experimentalmente la proximidad de la Tyr 67 en el estado de citocromo c 

unido a cardiolipina se realizaron medidas de fluorescencia intrínseca.  

En citocromo c nativo, que no solo posee tirosinas capaces de fluorecer sino también 

un triptófano, la fluorescencia se ve casi completamente atenuada por un mecanismo 

de transferencia de energía entre estos residuos y el grupo hemo. Por ello la 

fluorescencia de citocromo c sólo se había podido medir en casos de citocromo c 

deficiente en hierro o en presencia de cloruro de guanidinio, un agente 

desnaturalizante [230].   

En presencia de liposomas conteniendo cardiolipina, se puede detectar una señal de 

fluorescencia débil pero detectable en citocromo c, indicando el cambio 

conformacional que sufre la proteína. Para poder resolver la contribución de cada 

tirosina y el triptófano en la fluorescencia total de citocromo c en presencia de 

cardiolipina se estudió la fluorescencia de los complejos citocromo c/cardiolipina 

utilizando mutantes para las diferentes tirosinas.  

En soluciones acuosas, el máximo de excitación para tirosina se encuentra en 275 nm 

mientras que para triptofano es de 289 nm. Los máximos de emisión de tirosina y 

triptófano son 303 y 350 nm, respectivamente. La cercanía de los máximos para cada 

residuo conduce a que en los complejos de citocromo c /cardiolipina los espectros de 

emisión del citocromo c nativo contengan características tanto de tirosina como de 

triptófano. 

La utilización del mutante que carece de todas las tirosinas brindó una herramienta 

importante dado que, tal como se esperaba, al realizar los espectros de emisión de 

fluorescencia excitando a 275 (máximo para tirosina) como a 289 nm (máximo para 

triptófano), se obtienen registros que varían en su intensidad pero que muestran un 

mismo máximo correspondiente a la emisión del triptófano. Utilizando estos datos se 

realizó la substracción de la fluorescencia del triptófano en las medidas realizadas a 

continuación, con lo que se obtiene la fluorescencia de las tirosinas, sin interferencia 
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del triptófano. Utilizando los mutantes, se pueden detectar por separado la 

fluorescencia de cada tirosina, realizando sustracciones sucesivas con respecto al 

citocromo c nativo.  

Los resultados se observan en la Fig. 4.21 donde se muestra claramente que la 

fluorescencia de las diferentes tirosinas no es igual tras la interacción con cardiolipina, 

siendo la Tyr97 la de mayor fluorescencia, seguida por la Tyr48 y luego, con 

fluorescencias significativamente menores, las tirosinas 67 y 74.  

El hecho que las Tyr 67 y 74 sufran el atenuamiento mayor sugiere que dicha tirosinas 

permanecen en la proximidad del grupo hemo del citocromo c durante la interacción 

con cardiolipina, lo que sugiere que podrían estar involucradas en los procesos de 

oxidación. Estos resultados están en línea con los resultados obtenidos estudiando 

nitración de citocromo c en presencia de cardiolipina, donde se observa un 

rendimiento mayor de nitración en presencia del lípido con respecto a la nitración en 

ausencia del mismo, y tal como se detectó por espectrometría de masa, los resultados 

sugieren que, particularmente, la Tyr67 tendría un mayor índice de nitración.  
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Fig. 4.21. Espectro de fluorescencia de citocromo c nativo y mutado en tirosinas. (A) 

Espectro de fluorescencia de citocromo c nativo (1) citocromo c mutado en todas las tirosinas 

(2) y el espectro de fluorescencia de las tirosinas de citocromo c nativo tras la sustracción de la 

fluorescencia de triptófano (3) utilizando amortiguador HEPES 20 mM, pH 7,4. Las 

fluorescencia fue medida en complejos citocromo c/cardiolipina, con una relación 

lípido/proteína de 20/1 siendo la concentración de proteína en todos los casos de 10 µM. (B) 

Espectro de emisión de fluorescencia de cada tirosina de citocromo c calculadas por 

sustracción. 1- Tyr 48; 2- Tyr67; 3- Tyr74; 4- Tyr97. 

4.4.2 Evaluación de la actividad peroxidasa de los diferentes mutantes en 

presencia de cardiolipina 

 
Para determinar la influencia de las diferentes tirosinas en la actividad peroxidasa de 

citocromo c en presencia de liposomas conteniendo cardiolipina se utilizó la sonda 

Amplex Red, y se midió la actividad peroxidasa de cada mutante en presencia de 

cardiolipina. Tal como se observa en la Fig. 4.22, la mutación en Tyr 67 por Phe causa 

una disminución significativa en la actividad peroxidasa de citocromo c. También se 
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observa una disminución significativa pero menor en la actividad peroxidasa de 

citocromo c mutado en Tyr 48 y Tyr 74.  

 

 

 

Fig. 4.22. Actividad peroxidasa de citocromo c en presencia de cardiolipina. Citocromo c 

(1µM) nativo y mutantes en las 4 diferentes tirosinas fue expuesto a peróxido de hidrógeno (25 

µM) en presencia de liposomas conteniendo cardiolipina (20 µM). La actividad peroxidasa se 

midió evaluando la fluorescencia de Amplex red. Los experimentos se realizaron en 

amortiguador PBS, pH 7,4, 100 µM DTPA *p<0.01 vs. citocromo c nativo. 

 

4.4.3 Cambios dependientes de peróxido de hidrógeno en la fluorescencia 

de tirosinas y triptófano, la formación de radicales proteicos y la 

formación de oligómeros en citocromo c expuesto a cardiolipina  

 
Tal como se muestra en la Fig. 4.23 la exposición de citocromo c a peróxido de 

hidrógeno genera una disminución de la fluorescencia tanto de tirosinas como de 

triptófanos. La modificación de una tirosina modifica esa disminución en el caso de la 

mutación en Tyr67 por Phe donde tanto las tirosinas restantes como el triptófano de la 

proteína son protegidas (el decremento en la fluorescencia es menor) indicando que 

esta tirosina jugaría un rol en la oxidación mediada por peróxido de hidrógeno durante 

la actividad peroxidasa de citocromo c generando complejos con cardiolipina que 

están en concordancia con los resultados obtenidos analizando la actividad peroxidasa 

de este mutante, indicando una probable acción catalítica de este residuo.  
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Fig. 4.23. Disminución de la fluorescencia de tirosina (λem 303 nm) y triptófano (λem 325 

nm) dependiente de peróxido de hidrógeno en presencia de liposomas conteniendo cardiolipina 

(λex 275 nm). Barras blancas % de fluorescencia de tirosina, barras negras % fluorescencia de 

triptófano. *p<0.01 vs. citocromo c nativo. 

 

También se evaluó el efecto del cambio en tirosinas puntuales, utilizando los mutantes 

en tirosina mencionados previamente, en la formación de radicales proteicos, medidos 

por EPR de baja temperatura.  

La formación de radicales libres en presencia de peróxido se cuantificó, evaluando el 

aporte de las diferentes tirosinas utilizando un acercamiento similar al utilizado en los 

casos de fluorescencia. Utilizando el mutante que carece de las cuatro tirosinas se lo 

expuso a peróxido de hidrógeno, y se utilizó la señal obtenida para sustraerla de las 

demás y así observar el aporte de las tirosinas solamente.  

En la Fig. 4.24 se observa la señal característica de radical tirosilo obtenida en estas 

condiciones (ancho de pico de ~16 G y un factor g de ~2.005), así como las 

intensidades obtenidas para las diferentes muestras evaluadas.  De este experimento 

se extrae que en el caso de las mutantes en Tyr 48, 67 y 74 hay una disminución 

significativa de la señal de radical tirosilo, siendo la disminución de esta señal mayor 

en el mutante de Tyr67Phe, indicando que la formación de este radical es mayoritaria 

durante la reacción con peróxido de hidrógeno en presencia de cardiolipina. Esto está 

en concordancia con los resultados obtenidos por EPR de citocromo c nativo expuesto 

a peroxinitrito, donde se observa que la formación de radicales libres en presencia de 

cardiolipina es mayor que en ausencia de este lípido, probablemente adjudicable a un 

aumento en la formación de radical tirosilo a nivel de la tirosina 67. 
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Fig. 4.24. Producción de radicales proteicos en citocromo c como resultado de la 

incubación con liposomas conteniendo cardiolipina y peróxido de hidrógeno. Inset: Espectro 

típico de radical tirosilo obtenido por métodos de EPR a 77 K. 

 
Dado que tras la formación de radicales proteicos tales como radical tirosilo se pueden 

ocasionar entrecruzamientos entre proteínas para formar oligómeros se realizó un 

análisis en geles de poliacrilamida para detectarlos. Las muestras fueron incubadas 

con liposomas conteniendo cardiolipina, estudiando la influencia del peróxido de 

hidrogeno en la formación de oligómeros de alto peso molecular, y si la ausencia de 

cada tirosina (utilizando los mutantes antes mencionados) generan diferencias en la 

formación de dichos oligómeros.  

En la Fig. 4.25 se observa que los mutantes en Tyr 97 y 67 exhiben una disminución 

significativa en la cantidad de oligómeros, si bien el mutante en Tyr 97 expuesto a 

peróxido exhibe una cantidad significativamente mayo de dímeros y trímeros. Por lo 

tanto la disminución mayor en la formación de oligómeros recae en el mutante en Tyr 

67, implicando que la formación de ese radical es el responsable de la formación de 

oligómeros, tanto por unión entre dos radicales tirosilo en esa posición como de 

iniciador cadenas de propagación de radicales dentro de la propia proteína.  

Como control se estudió la formación de oligómeros en el mutante de citocromo c que 

carece de tirosinas y, tal como era esperable, el agregado de peróxido de hidrógeno 

en presencia de cardiolipina no genera un aumento en la formación de oligómeros, ya 

que los mismos estás generados principalmente por unión entre dos radicales tirosilo.   
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Fig. 4.25. Gel de poliacrilamida (10%) de complejos de citocromo c nativo y mutantes en 

tirosina (8 μM) con  liposomas conteniendo cardiolipina (relación lípido/ proteína 20/1) en 

ausencia  (panel A) o presencia de peróxido de hidrógeno (35 μM) (panel B) durante una hora. 

Los geles fueron teñidos por la técnica de plata. Las incubaciones se realizaron en 

amortiguador HEPES (20 mM), pH 7.4 con 100 μM DTPA  

  

4.5 Síntesis, purificación y caracterización de citocromo c 

carboximetilado y su interacción con cardiolipina.  

La carboximetilación es una modificación muy utilizada para establecer la función de 

diversos aminoácidos en una proteína, ya que reaccionan con el grupo tiol de la 

cisteína, el grupo tioeter de la metionina (Esquema 4.5), el imidazol de la de la 

histidina o el -amino de la lisina [231].  

 

 

Esquema 4.5. Estructura de la metionina carboximetilada, mostrando el equilibrio con el ion 

sulfonio. Tomado de Chin et al  [231]. 
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La actividad peroxidasa de citocromo c se ha reportado ampliamente con una gran 

cantidad de dadores electrónicos tales como luminol, ácido 2,2’-azino-bis (3-

etilbenztiazolin-6-sulfónico) (ABTS) o Amplex red [91, 232, 233], sin embargo, la 

aparición del compuesto I (oxo ferrilo a nivel del hierro del grupo hemo) a nivel 

espectrofotométrico no ha sido detectada. Un artículo de Prasad un colaboradores 

reportó que el citocromo c carboximetilado a nivel de Met 65 y Met 80 reportó la 

aparición de un compuesto I en esta proteína tras su interacción con peróxido de 

hidrógeno, así como una actividad peroxidasa aumentada [101]. Dicho aumento de 

actividad es comprensible ya que la carboximetilación de la Met 80 rompe el enlace 

Fe-S con el consiguiente cambio en el ligando axial del hierro hémico [234, 235]. 
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Fig. 4.26. Cromatograma de purificación de citocromo carboximetilado por HPLC de 

intercambio catiónico. Los picos marcados como 1 y 2 son las especies mayoritarias que se 

separaron y analizaron posteriormente.  

 

El citocromo c se sometió a los procesos de carboximetilación descritos en 

literatura [110], y luego de los mismos se analizó la pureza de la muestra sintetizada. 

Como se observa en la Fig. 4.26 tras el proceso de carboximetilación se obtiene una 

muestra heterogénea, con una población mayoritaria. 
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De los dos picos señalados en el cromatograma se colectaron muestras que se 

analizaron por espectrometría de masa tras su re-purificación.  El análisis de la 

caboximetilación por espectrometría de masa se realizó analizando los espectros de la 

digestión tríptica de los picos mayoritarios, buscando un aumento en m/z de +58 Da y 

la modificación de carboximetilación de metionina que puede ser observada como un 

decremento en -48 Da, generada durante la medida donde la carboximetil metionina 

se degrada primero a homoserina y luego tras una deshidratación sufre una pérdida 

total del grupo CH3S- [236]. Las modificaciones fueron obtenidas de la base de datos 

Delta Mass de la Association of Biomolecular Resource Facilities (ABRF) 

(http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home).  

Los resultados del análisis realizado buscando esta modificación muestran que el pico 

mayoritario 1 muestra la modificación en Met 80 correspondiente a una pérdida de 48 

Da (Fig. 4.27), además de la misma modificación de la metionina 65 (no se muestra).  

Fig. 4.27. Espectros de m/z de péptidos de citocromo c carboximetilado en Met80, pico 1. 

La flecha indica el pico identificado con una relación m/z de 859, que corresponde al derivado 

carboximetilado tras su descomposición.  

 

Luego de la caracterización por espectrometría de masa, se procedió a caracterizar la 

proteína espectrofotométricamente, realizando espectros de la muestra purificada 

comparándola con citocromo c nativo.  

Dichos espectros se muestran en la Fig. 4.28 siendo los cambios observados en el 

espectro de citocromo c carboximetilado concordantes con los reportados en literatura.  

http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home
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Fig. 4.28. Espectros comparados de citocromo c nativo (Cyt c control en rojo) y citocromo 

c carboximetilado purificado (Cyt c CM2 en negro), 2µM. Inset: espectro de 350 a 450 nm, 

donde se observa el corrimiento en el pico de absorción de la banda de Soret de 412 a 408 nm.  

 

Luego de la caracterización de la carboximetilación de esta proteína se procedió a 

confirmar espectrofotométricamente la formación de Compuesto I, tras la exposición 

de esta proteína a una concentración equimolar de peróxido de hidrógeno, que se 

observa en la Fig. 4.29 como la disminución de la absorción en la banda de Soret. 

Como característicamente se observa en la formación de Compuesto I de peroxidasas 

“clásicas” [237] se detecta un punto isosbéstico en este caso a 407 nm. Citocromo c 

nativo sin modificar no muestra diferencias en su espectro a esta concentración de 

peróxido de hidrógeno y los tiempos de exposición medidos.  

 

Tras la confirmación de la formación de compuesto I en presencia de peróxido de 

hidrógeno en citocromo c carboximetilado se procedió al estudio de la formación de 

este compuesto en presencia de liposomas conteniendo cardiolipina.  

En la Fig. 4.30 se observa la variación de la absorbancia de esta proteína en ausencia 

o presencia de liposomas conteniendo cardiolipina.  
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Fig. 4.29. Formación de compuesto I en citocromo c carboximetilado (5 µM) expuesto a 

peróxido de hidrógeno (5 µM) durante 1 hora. Se indica en el gráfico el punto isosbéstico y a 

411 nm la longitud de onda de mayor diferencia entre t=0 y 60 min.  

 

Fig. 4.30. Cambios en la absorbancia a 411 nm de citocromo c carboximetilado (5 µM) 

expuesto a peróxido de hidrógeno (200 µM) en presencia (círculos rojos) o ausencia (cuadros 

negros) de liposomas conteniendo cardiolipina.  

 

En presencia de cardiolipina se observa un aumento de la formación de Compuesto I, 

medido como la disminución de la señal a 411 nm, con constantes aparentes de 
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reacción de citocromo c carboximetilado con peróxido de hidrógeno (kapp) de 0,42 M-1s1  

en  ausencia de cardiolipina y 1,59 M-1s-1 en presencia de cardiolipina, pH 7,4, 25°C.  

La actividad peroxidasa de este citocromo c modificado se realizó, además, 

utilizando una sonda que reacciona con el compuesto I, Amplex Red.  

Los resultados se muestran en la Fig. 4.31, donde en presencia de cardiolipina 

citocromo c carboximetilado muestra un aumento de dicha actividad, superando 

también la actividad peroxidasa de citocromo c control en presencia de cardiolipina.  

Fig. 4.31. Actividad peroxidasa de citocromo c. Actividad peroxidasa medida por 

fluorescencia de Amplex Red de citocromo c nativo y citocromo c carboximetilado en presencia 

o ausencia de cardiolipina.  

4.6 Síntesis y purificación de citocromo c mononitrado para 

la generación y validación de anticuerpos monoclonales que 

reconocen formas alternativas de citocromo c 

 

Para la generación de anticuerpos monoclonales que reconozcan formas modificadas 

de citocromo c se realizó la purificación a gran escala de citocromo c mononitrados en 

tirosina 74 y tirosina 97 de acuerdo a lo reportado en bibliografía [73]. 

Los citocromos c mononitrados fueron purificados exhaustivamente y testeados por 

espectrometría de masa para confirmar la nitración en el sitio de interés y descartar 

otras posibles modificaciones.  
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En la Fig. 4.32 se observan los espectros de masa de los péptidos nitrados de 

citocromo c mononitrados en Tyr 97 o 74, obtenidos por tripsinización de la muestra.  

 

Fig. 4.32. Espectros de masa MADLI-TOF de péptidos de citocromo c mononitrado en Tyr 

74 (panel superior) y Tyr 97 (panel inferior) purificados por HPLC (intercambio catiónico).  

 

La nitración se confirma por la obtención de el patrón de ion nativo + 45 Da y de un ion 

nativo + 29, correspondiendo este último a la pérdida de un oxígeno del grupo nitro. 

Esta modificación ha sido descrita como patrón característico de las muestras nitradas 

(+45 kDa) y su derivado hidroxilaminado (+29 Da) [238]. Un tercer ion, correspondiente 

al ion nitrado con la pérdida de 36 Da (pérdida de 2 oxígenos), corresponde al 

derivado amino que también se observa en el caso de la muestra de mononitrado en 

Tyr 97.  
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Los péptidos fueron además sometidos a secuenciación (MS/MS) para confirmar la 

posición de nitración.  

 

Esquema 4.6. Patrón de fragmentación para secuenciar péptidos por MS/MS (MALDI 

TOF) 

 

En la Tabla 4.6 se muestran los péptidos observados (en negrita) obtenidos 

fragmentación según lo descrito en el Esquema 4.3. A partir de estos datos se puede 

confirmar la nitración en las posiciones 74 y 97 para las dos muestras analizadas.  

 

Tabla. 4.8. Péptidos fragmentados y secuenciados por MS/MS de las muestras de 

citocromo c mononitrado en Tyr 74 (panel de la izquierda, péptido 75-80) y de citocromo c 

mononitrado en Tyr 97 (panel de la derecha, péptido 93-100). Los iones hallados se marcan en 

negrita.   

 

Una vez determinada la pureza de la muestra y detección de una única nitración las 

muestras se enviaron para la generación de anticuerpos monoclonales que detecten 
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formas alternativas de citocromo c al Departamento de microbiología, Centro de 

Inmunología del la Universidad de Minessota (a cargo del Dr. Ron Jemmerson).  

Dichos anticuerpos están aún en periodo de purificación y caracterización, aunque otra 

clona, 1D3 [145], se caracterizó para determinar su especificidad con citocromo c 

mononitrado puro en Tyr97 o 74. 

Los resultados se observan en la Fig. 4.33, donde se realizó un ELISA de competencia 

utilizando citocromo c nativo, mononitrado en Tyr 97 o 74.  
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Fig. 4.33. ELISA de competencia de citocromo c nativo frente a diferentes tipos de 

competidores, frente al anticuerpo 1D3, que reconoce formas modificadas de citocromo c 

preferencialemente.  

 

Como se observa en la Fig. 4.33, la competencia de los citocromos mononitrados fue 

más efectiva por el anticuerpo que la forma nativa de la proteína y particularmente el 

citocromo mononitrado en Tyr 74 fue el más eficiente. Esto indica que, primero, el 

anticuerpo 1D3 tiene preferencia por formas modificadas frente a citocromo c nativo, 

como ha sido reportado previamente [141]. Segundo, que el citocromo c mononitrado 

en Tyr 74 presenta un cambio conformacional mayor o por lo menos mejor reconocible 

para el anticuerpo que el mononitrado en Tyr 97. Esto está de acuerdo también con 

trabajos previos que muestran que de ambos citocromos mononitrados, el nitrado en 

Tyr 74 sufría una transición alcalina más temprana que el mononitrado en Tyr 97.   
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4.7 Estudios computacionales de la inactivación de MnSOD 

mediada por la nitración de tirosina 34 

Para poder elucidar los mecanismos moleculares que llevan a la inactivación de la 

MnSOD por la nitración sitio-específica a nivel de la Tyr 34 de la MnSOD se realizaron 

estudios simulaciones de dinámica molecular (Multiple Steered Molecular Dynamics, 

MSMD) en colaboración con el Dr. Leonardo Boechi de la Universidad de Buenos 

Aires [170]. En estos estudios se calcularon los perfiles de energía libre considerando 

modelos de MnSOD nativa o nitrada a nivel de Tyr 34, analizando la energía libre 

necesaria para el acceso de superóxido al átomo de Mn del sitio activo.  

 

Fig. 4.34. Modelado de la superficie de MnSOD (cada color indica un monómero 

diferente), donde se puede observar al átomo de manganeso (verde) y la tirosina 34 localizada 

en la cavidad de llegada al sitio activo (tomada de Moreno et al [170]. 

 

La cercanía al sitio activo de la Tyr 34 se representa en la Fig. 4.34.  

En el caso de MnSOD nativa se observa que hasta los 7-8 Å no existen barreras 

energéticas para el acceso del superóxido al sitio activo (Fig. 4.35.) observándose una 

pequeña depresión previa al aumento de la energía libre, donde se da la interacción 

del superóxido con residuos de la segunda esfera cercanos al Mn (His 30 y 163) (sitio 

1). A partir de esa distancia, se observa un aumento en la energía libre necesaria para 
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el acceso al sitio activo siendo el total para la entrada del superóxido al sitio activo 

alrededor de 6 kcal/mol.  

Los mismos estudios se realizaron para la MnSOD nitrada en Tyr34, que también se 

observan en la Fig. 4.35. En este caso se observó que incluso previo al acercamiento 

del superóxido al sitio activo se observa un aumento de 2 kcal/mol cercano al sitio 1. 

Esta barrera probablemente se relacione con la repulsión electrostática del grupo nitro 

hacia el superóxido en el canal de entrada. Luego de superada esa barrera, la 

interacción del superóxido con las His30 y 163 estabilizan al sustrato pero luego, en la 

cercanía del átomo de Mn (4 a 7 Å) los perfiles de energía libre muestran una barrera 

de alrededor de 15 kcal/mol (8 kcal/mol más que en el caso de la MnSOD nativa). Este 

efecto sugiere que el grupo nitro presenta una barrera tanto estérica como 

electrostática, que bloquea al Mn del sitio activo forzando al superóxido a desplazar el 

grupo nitro para unirse al Mn. Esta barrera energética se ve además aumentada 

incluso más aún cuando la nitro-Tyr34 se encuentra desprotonada, indicando la 

importancia del cambio de pKa de la nitro-Tyr34 con respecto a la Tyr34 sin modificar 

(Fig. 4.35). 

 La posición inicial del grupo nitro y la final, luego del acercamiento del superóxido al 

Mn se observan en la Fig. 4.36. En la posición final de la nitro-Tyr34, se observa que el 

grupo OH- del fenol de la nitro-Tyr34 apunta hacia fuera del sitio activo, opuesto a lo 

observado en el caso de la enzima nativa, impidiendo, entonces, la participación de 

este grupo en la reacción.  
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Fig. 4.35. Perfiles de energía libre de la migración de superóxido en función de la 

distancia Mn-O del superóxido. Los perfiles de energía libre se realizaron consideraron MnSOD 

nativa y nitrada, considerando diferentes estados ácido-base de la 3-nitrotirosina 34 de MnSOD 

nitrada.  
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Fig. 4.36. Instantánea de la simulación de MSMD mostrando los sitios de MnSOD nativa 

y nitrada en Tyr34 donde el grupo nitro de la Tyr34 bloquea el sitio activo (panel superior). En el 

panel inferior se muestra la última posición tomada por el ligando durante las simulaciones de 

los perfiles de energía libre.   

 

 

4.8 Modificaciones por mutaciones puntuales en la estructura 

cuaternaria de MnSOD y sensibilidad de tioles.  

Tras el estudio de modificaciones post-traduccionales en MnSOD se estudió también 

el efecto de diferentes modificaciones puntuales en la secuencia aminoacídica de la 

SOD que se han encontrado in vivo, observando los efectos que dichas mutaciones 

pueden tener en la estabilidad y sensibilidad de dichas enzimas. 

Dos variantes derivadas de líneas celulares inmortalizadas son MnSOD mutadas 

específicamente a nivel de la Ile58 (caracterizada por Borghstal et al [168]) y Leu60 

(encontrada en células de la línea celular inmortalizada Jurkat) muestran propiedades 

similares en cuanto a su estabilidad y actividad tal como se ha descrito previamente, 
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por lo que se decidió estudiar en profundidad la sensibilidad de los tioles de esta 

proteína en diferentes condiciones y como estas mutaciones puntuales pueden afectar 

su estructura cuaternaria dado que ambas mutaciones afectan la interacción dímero-

dímero de la enzima (Esquema 4.7).  

 

Esquema 4.7.  Localización de los residuos en la interfase dimero-dimero que incluye los 

residuos Ile58 y Leu60.  

4.8.1 Estudio de la reactividad de tioles de MnSOD nativa y mutada a nivel 

de Ile58Tre y Leu60Phe.  

 

Como se mencionó anteriormente, en condiciones no desnaturalizantes, sólo una de 

las cisteínas (la Cys 196) es titulable frente a agentes que reaccionan con tioles, por lo 

que se estudió la reactividad de tioles de las proteínas mutadas, utilizando NEM como 

agente alquilante de tioles.  

Tal como se observa en la Tabla 4.9., las proteínas mutadas, previamente reducidas 

con -mercaptoetanol e incubadas con NEM, son alquiladas en 2 posiciones, lo que 

indica que las dos cisteínas de las proteínas son accesibles para el reactivo.  

 



 

112 

 

Proteína 

(monómero) 

MW (Da) 

SOD2 wt 22487 

SOD2 wt + NEM 22611 (+ 125, 1 NEM) 

SOD2 I58T 22471 

SOD2 I58T + NEM 22724 (+ 250, 2 NEM) 

SOD2 L60F 22517 

SOD2 L60F + NEM 

22646 (+125, 1 NEM) 

22763 (+250, 2 NEM) 

SOD2 I58T/C140S 22454 

SOD2 I58T/C140S + NEM 22580 (+ 125, 1 NEM) 

 

Tabla. 4.9. MnSOD nativa o mutada en Ile58Tre o Leu60Phe (5µM) incubada con NEM (5 

mM) por 30 min a 37°C, estudiando las modificaciones sufridas  por espectrometría de masa 

(ESI). Se muestra la masa molecular de la especie o especies principales obtenidas. 

4.8.2 Determinación de la estabilidad de la estructura cuaternaria de las 

variantes I58T y L60F de MnSOD 

Como se ha mencionado previamente, la MnSOD humana tiene una conformación de 

homotetrámero, con un átomo de Mn por monómero. Cada monómero tiene una masa 

aproximada de 22.5 kDa. Dado que las mutaciones afectan la estabilidad de la 

interacción dímero-dímero se estudiaron los cambios sufridos por las proteínas por 

diferentes métodos en su estructura cuaternaria, principalmente la estabilidad del 

tetrámero de la proteína.  

Tal como se observa en la Fig. 4.37, estudios por gel filtración muestran que la masa 

molecular de las proteínas estudiadas es diferente de la masa de la MnSOD nativa. La 

masa molecular aparente de la variante Ile58Tre es de 70 kDa mientras que la de la 

variante de Leu60Phe es de 74 kDa. Estos resultados muestran las variantes mutantes 

muestran un porcentaje de la proteína en su forma tetramérica y un porcentaje en su 

forma dimérica (o monomérica). El análisis de los picos utilizando una columna 
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diferente muestran que al contrario con la especie nativa, que eluye como un pico 

simétrico y fino, las variantes mutantes en Tre o Leu eluyen como picos ensanchados, 

y asimétricos, mostrando que existe una heterogeneicidad en cuanto al tamaño de 

dichas muestras. Esto sugiere que si bien la estructura tetramérica es estable en la 

enzima nativa, las variantes mutantes no lo son, observado por el aumento del tiempo 

de retención en la columna, indicando que la asociación-disociación del complejo 

tiende hacia la disociación en estas muestras.  

 

Fig. 4.37. Masa molecular aparente de las variantes de MnSOD Ile58Tre (I58T) y 

Leu60Phe (L60F) obtenido por cromatografía de gel filtración. Se utilizó Aldolasa (160 kDa), 

MnSOD humana nativa recombinante (hrSOD2 wt) (88 kDa) y CuZnSOD (hr SOD1) (32 kDa) 

como estándares de masa molecular. Las fracciones fueron analizadas 

espectrofotométricamente a 280 nm y midiendo actividad SOD.  

 

Para confirmar los resultados se realizaron estudios con geles nativos. Dado que se ha 

reportado [186] que la MnSOD es muy resistente a la desnaturalización con SDS se 

realizaron dichos geles nativos con algunas modificaciones que aumentan la 

separación las muestras, tal como se describe en la sección de materiales y métodos.  

En la Fig. 4.38 se observan dichos geles nativos y de actividad. Allí se detecta que 

aquellas variantes que presentan la mutación a nivel de la Ile58 o Leu60 muestran una 

inestabilidad mayor en la forma de tetrámero, estando en su mayoría como dímero, 

siendo la forma nativa, como tetrámero, indetectable. La mutación en estos dos 
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aminoácidos mencionados anteriormente genera la pérdida de la forma de tetrámero, 

más allá de la presencia o ausencia de la Cys140.  

En el gel de actividad de la Fig. 4.38 se observa que las muestras son activas a pesar 

del tratamiento suave con SDS, en su forma de dímero y tetramérica, siendo la forma 

tetramérica más activa.  

 

 

Fig. 4.38. Gel semi-nativo y gel actividad de muestras de MnSOD humana. En los geles 

se sembraron 5 μg de MnSOD nativa (carril 1), y las variantes de MnSOD I58T, L60F, C140S, 

I58T/C140S y L60F/C140S (carriles 2-6). Las muestras se prepararon en 0,5% SDS y se 

sembraron en un gel conteniendo 300 mM de ácido ɛ-aminohexanoico. Como control se 

sembró MnSOD de e. coli (carril 7). Panel A: Tinción por plata. Panel B: Tinción por actividad 

SOD, las proteínas activas se detectan como las bandas sin color.  

 

A partir de estos resultados se puede inferir que la sustitución de los aminoácidos que 

son responsables de la interacción dímero-dímero generan mutantes con una menor 

estabilidad a nivel de su estructura cuaternaria y una mayor sensibilidad a nivel de los 

tioles e inestabilidad térmica [239]. Este tipo de mutación, por lo tanto, pueden dar 

lugar a un estado de estrés oxidativo crónico, razón por la cual, en el caso de algunas 

de estas mutaciones pueden asociarse a diferentes tipos de cáncer.  
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5 Discusión y conclusiones 

Formación de peroxinitrito e inactivación de SOD 

La mitocondria constituye el mayor sito de control bioenergético en las células 

eucariotas pero también constituye el mayor sitio de generación de superóxido y otras 

especies reactivas, siendo un lugar preferencial de formación de especies oxidantes 

tales como el peroxinitrito, que se forma tras la rápida reacción del superóxido formado 

in situ y el óxido nítrico. Existe una creciente evidencia que afirma que el peroxinitrito 

es, particularmente en mitocondria, el principal agente nitrante [33] y en dicho 

organelo, aún en condiciones basales, se han encontrado proteínas nitradas que 

llegan al 10% del total de las proteínas nitradas, aumentando este número en 

condiciones patológicas [67]. Esto es coherente con la condición de generadora de 

especies oxidantes de la mitocondria.  

Este organelo, sin embargo, posee defensas contra las especies oxidantes generadas, 

principalmente el superóxido, tales como las superóxido dismutasas. Estas enzimas, 

localizadas en la matriz (MnSOD) y espacio intermembrana (CuZnSOD) de de la 

mitocondria actúan como primera línea de defensa contra el superóxido, disminuyendo 

su disponibilidad para la formación de peroxinitrito. Sin embargo, estas enzimas son 

sensibles a la inactivación con este oxidante, tal como ha sido reportado previamente 

[50, 159], y, en el caso de la MnSOD, la misma ha sido encontrada nitrada en 

condiciones patológicas, lo cual indica una inactivación in vivo por parte del 

peroxinitrito [65, 77, 79, 82, 84]. Esto plantea un dilema cinético, ya que la presencia 

de superóxido dismutasas en mitocondria disminuye la concentración disponible de 

superóxido, por lo que la formación de peroxinitrito disminuiría también. Sin embargo, 

tal como se ha presentado en esta tesis, en presencia de flujos simultáneos de 

superóxido y óxido nítrico generados en concentraciones similares o menores a los 

hallados in vivo, son capaces de inactivar tanto a la MnSOD como a la CuZnSOD, 

indicando que la rápida reacción del óxido nítrico con el superóxido (0,5-1,9 x 1010 M-

1s-1) puede ocurrir a pesar de la presencia de estas enzimas detoxificadoras. Dicha 

formación fue simulada en presencia y ausencia de superóxido dismutasa, y se 

observó que en presencia de dichas enzimas se generan concentraciones de 

peroxinitrito capaces de inactivar las enzimas en estudio. Esta inactivación es 

dependiente del tiempo de incubación de dichas enzimas con los flujos, indicando que 

depende de la dosis acumulada de peroxinitrito. Estos estudios además sugieren que 

es la reacción directa con peroxinitrito la causante de la inactivación ya que diversos 

atrapadores de los radicales derivados de este oxidante fueron co-incubados con las 
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enzimas estudiadas y no se observó un cambio significativo en la inactivación. En el 

caso de MnSOD, donde la nitración sitio-específica de la Tyr34, cercana al sitio activo, 

es la causante de la inactivación por peroxinitrito, se estudió si en presencia de flujos 

simultáneos de óxido nítrico y superóxido se observa nitración de esta enzima. En 

todos los casos donde se detectó inactivación de la enzima se observó también 

nitración, coherente con la hipótesis de inhibición por nitración de la Tyr34. La 

presencia de atrapadores de radicales derivados de la homólisis de peroxinitrito, 

principalmente dióxido de nitrógeno, si bien disminuye la nitración general, no altera 

los índices de inhibición, sugiriendo que la nitración inhibida por estos compuestos 

corresponde a tirosinas no críticas de la proteína. Es de notar que en presencia de 

altas dosis de glutatión, molécula que reacciona tanto con peroxinitrito como con 

dióxido de nitrógeno, la inhibición no se pierde en presencia de flujos simultáneos de 

óxido nítrico y superóxido, efecto que si se observa en presencia de peroxinitrito 

auténtico. Esto sugiere que, además de la nitración e inhibición mediada por 

peroxinitrito tras una reacción directa con los centros metálicos, existiría otro 

mecanismo de inactivación mediado probablemente por óxido nítrico via la formación 

de compuestos intermediarios tales como radical iminoxilo [240] que generarían, tras 

su oxidación, 3-nitrotirosina.  

Estos estudios, por lo tanto, presentan evidencias cinéticas y mecanísticas que 

explican la observación de proteínas nitradas in vivo, incluyendo las propias SOD, 

apoyando la hipótesis de la formación de peroxinitrito en diferentes compartimentos 

celulares, incluyendo la mitocondria.  

Estudios cinéticos de la reacción de MnSOD con peroxinitrito 

La controversia entre las constantes reportadas, que difieren entre sí casi tres órdenes 

de magnitud generó la necesidad de establecer un valor de la constante entre MnSOD 

y peroxinitrito. El valor obtenido, de 1,9 x 104 M-1s-1 para MnSOD por tetrámero, si bien 

es menor al obtenido por Quijano y colaboradores previamente es similar al obtenido 

para CuZnSOD previamente (1,8 x 104 M-1s-1 por dímero) [159]. Dada las similitudes 

estructurales de las enzimas, con un túnel de acceso y metales en su sitio activo, la 

similitud de dichas constantes es esperable. A su vez la diferencia en susceptibilidad 

de ambas enzimas a peroxinitrito, podría ser debido a la presencia, en MnSOD, de una 

tirosina cercana al sitio activo que, tras su nitración, sería la responsable de su 

inactivación mientras que la CuZnSOD no posee residuos fácilmente nitrables, 

particularmente tirosinas.  
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El valor de constante reportada en esta tesis fue calculada a partir de constantes 

aparentes cuyos valores fueron obtenidas por ajuste a una exponencial de primer 

orden. Este comportamiento exponencial implicaría que la reacción de descomposición 

de peroxinitrito por MnSOD en las condiciones estudiadas sería aparentemente 

catalítica. Por otra parte los estudios de oximetría que aún se encuentran en fase 

preliminar apoyan la hipótesis de una constante más alta que la reportada por Groves 

y colaboradores [179], más cercana al valor obtenido por Quijano y colaboradores [18], 

con valores de 5 x 105 M-1s-1 para la reacción global y apoyarían la observación de una 

reacción catalítica.  

 

Citocromo c y cardiolipina: Estudios estructurales y nitración 

Como se ha mencionado previamente, la mitocondria es un sitio de formación de 

especies altamente oxidantes tales como el peroxinitrito, y la presencia de enzimas 

detoxificadoras, particularmente las superóxido dismutasas, no son capaces de inhibir 

su formación a partir de los radicales que lo generan: el superóxido y el óxido nítrico. 

El citocromo c, como se ha mencionado extensivamente a lo largo de esta tesis, es 

una proteína mitocondrial susceptible a la nitración mediada por peroxinitrito, y dicha 

modificación post-traduccional genera un aumento de su actividad peroxidática, 

transformando al citocromo c en una especie oxidante. Esta actividad peroxidasa no 

sólo es activada tras la nitración sino que también es observada cuando esta proteína 

interacciona con un lípido mitocondrial, la cardiolipina. 

Sin embargo, ambos cambios, si bien aumentan la actividad peroxidática en niveles 

similares, tienen finales diferentes a nivel celular. La actividad peroxidasa mediada por 

cardiolipina de citocromo c genera la activación de la cascada apoptótica luego de la 

traslocación esta proteína al citosol [91] mientras que la nitración de la proteína no 

inicia la cascada apoptótica sino que genera una traslocación hacia el núcleo del 

citocromo c [141].  

Estos eventos hacen que estudiar la nitración de citocromo c tras la interacción con 

cardiolipina un evento interesante, ya que la interacción con el lípido, al generar un 

cambio conformacional podría o facilitar o inhibir dicha nitración y con ello definir la 

participación del citocromo c como activador de la apoptosis.  

Los experimentos de análisis de estructura de citocromo c con cardiolipina realizados 

por técnicas de NMR indican que si bien existe un cambio contundente en la 
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conformación de esta proteína, la misma no es puntualmente ligada a una zona 

particular de la enzima sino un cambio generalizado en toda la proteína, concordante 

con un desplegamiento de la proteína, apuntando a interacciones electrostáticas entre 

citocromo c y cardiolipina que generen dicho cambio. Los estudios de NMR 

paramagnético, realizados a pH fisiológico muestran que, particularmente, la señal 

correspondiente a la Met 80, que coordina axialmente el hierro del grupo hemo, no se 

ve particularmente afectada, si bien sufre una disminución de la señal similar al resto 

de las señales detectadas en las cercanías del grupo hemo. Esto es sorprendente, ya 

que la modificación de la coordinación de esta metionina fue reportada previamente 

por esta técnica utilizando citocromo c mononitrado, a pH fisiológico, observándose un 

“transición alcalina” temprana [112]. Por lo tanto, y de acuerdo a nuestros datos, la 

modificación generada por la interacción con cardiolipina en citocromo c no es la 

misma que la generada por la nitración, lo cual es concordante con la diferencia en 

cuanto a la respuesta biológica de estos dos cambios en la proteína.  Por otra parte, 

sin embargo, la interacción con cardiolipina al modificar la interacción con Met 80 

utilizando un derivado carboximetilado en las metioninas de esta proteína se detecta 

un aumento en la formación de Compuesto I , característico de las hemoperoxidasas 

[237], en presencia de cardiolipina y peróxido de hidrógeno. El aumento de la 

formación de este compuesto I, que se caracteriza por la formación de un oxoferrilo 

(Fe IV) a nivel del hierro del grupo hemo, tras la incubación de citocromo c 

carboximetilado con cardiolipina y expuesto a peróxido, indica que si bien la 

interacción con Met 80 no se logró esclarecer, podría estar relacionada con la 

modificación de dicho residuo en citocromo c sin modificar. Más aún, reportes 

recientes muestran que la carboximetilación de citocromo c reducido (Fe III) aumentan 

la reactividad del mismo con peroxinitrito en presencia cardiolipina [241], en 

concordancia con los resultados reportados en esta tesis con respecto a peróxido de 

hidrógeno lo que indicaría un aumento general de la reactividad de citocromo c en 

presencia de cardiolipina.  

Dadas las amplias diferencias reportadas y estudiadas entre la interacción con 

cardiolipina y la nitración de citocromo c, se procedió a estudiar el efecto de agentes 

nitrantes en citocromo c en presencia de cardiolipina. Tal como ha sido presentado en 

la sección de resultados, la nitración de citocromo c en presencia de liposomas 

conteniendo cardiolipina es mayor que en ausencia de este lípido. Esto se demostró 

utilizando técnicas cualitativas y técnicas cuantitativas y analíticas.  

Técnicas inmunoquímicas mostraron un aumento global de la nitración de citocromo c 

en presencia de cardiolipina, en concordancia con un aumento de los radicales libres 
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generados en esas condiciones. Dichos radicales, además, fueron identificados como 

radical tirosilo. Por otra parte, el estudio por espectrometría de masa MALDI-TOF 

sugiere que la formación de 3-nitrotirosina se localiza en diferentes péptidos cubriendo 

las 4 tirosinas de citocromo c, indicando que la nitración en esta proteína en estas 

condiciones se asocia con una exposición y aumento de reactividad que no ocurren en 

el caso de la exposición de citocromo c a peroxinitrito en ausencia del lípido.  

Por otra parte se utilizaron técnicas analíticas, que permiten la cuantificación y 

caracterización de cada especie formada. En particular, la caracterización realizada 

por HPLC de intercambio catiónico muestra una diferencia importante no sólo en la 

magnitud de la nitración (que es mayor) sino también un aumento de la especies di- o 

tri- nitradas, explicando la presencia de identificación de las tirosinas 67 y 48 nitradas. 

Se ha de aclarar que si bien el péptido de la tirosina 67 se haya nitrado en el caso de 

la exposición de citocromo c a peroxinitrito en ausencia de cardiolipina, el rendimiento 

del mismo es muy bajo, como se extrae de las técnicas cromatográficas que han 

caracterizado exhaustivamente las especies formadas y analizadas en estas 

condiciones [73].  

Concordantemente con los resultados mencionados anteriormente, un análisis 

cuantitativo de la cantidad de 3-nitrotirosina formada en las condiciones de estudio 

reveló que el aumento en la nitración es de casi 7 veces, indicando la magnitud del 

cambio sufrido por la proteína.  

Estos datos son además apoyan los resultados donde se evalúa la influencia de cada 

tirosina en la actividad peroxidasa de citocromo c en presencia de cardiolipina. En 

estos datos se extrae que la tirosina 67 jugaría un rol preponderante en la actividad 

peroxidasa de esta proteína jugando un rol importante por la formación preferencial de 

radical tirosilo en este residuo. La formación preferencial de un radical en este residuo, 

además de los formados en las demás tirosinas implica que, en presencia de un 

agente nitrante esta tirosina sería además preferencialmente nitrada con respecto a su 

condición sin cardiolipina.  

Por otra parte se caracterizó, tras la obtención de citocromo c mononitrada en Tyr 97 o 

74 de alta pureza, el anticuerpo 1D3, el cual permite detectar conformaciones 

alteradas de citocromo c. En estos casos se observó claramente que los citocromos c 

mononitrados interaccionan con este anticuerpo indicando un cambio conformacional 

en los mismos que no presenta el citocromo c nativo.  Los citocromo c mononitrados 



 

120 

 

de alta pureza se utilizarán además para la generación de nuevos anticuerpos 

específicos contra conformaciones alteradas de esta proteína.  

Estudio estructural de la inactivación de MnSOD por nitración de tirosina 34 in 

silico  

Se ha mencionado extensivamente a lo largo de este trabajo que la nitración sitio 

específica de la Tyr 34 de MnSOD es la responsable de la inactivación de la enzima 

por peroxinitrito, hecho que ha sido reportado ampliamente [18, 50]. En el trabajo aquí 

presentado se estudiaron, mediante metodologías computacionales, los procesos que, 

a nivel molecular generan la inactivación de la MnSOD tras el agregado de un grupo 

nitro a la tirosina 34. Dichos resultados mostraron que la introducción de un grupo 

voluminoso tal como el grupo nitro (45 Da) produce tanto una repulsión estérica como 

electrostática, esto último debido a la polarización negativa de dicho sustituyente, 

creando una barrera que resulta en el bloque del canal del sitio activo y consiguiente 

inactivación de la enzima. Estos resultados además confirman no solo el rol de la 

nitración de la Tyr34 en la inactivación sino también la importancia del grupo fenol de 

la Tyr nativa en la función de la MnSOD.  

Efecto de mutaciones puntuales en la estabilidad de la estructura cuaternaria de 

MnSOD 

Como parte de estudio estructural realizado para MnSOD se estudió el efecto de 

mutaciones puntuales, encontrados en líneas celulares de líneas inmortalizadas, en la 

estabilidad de la estructura cuaternaria de MnSOD, para determinar si dichas 

mutaciones, o polimorfismos, podrían estar involucrados en una inestabilidad de la 

enzima que pueden alterar el metabolismo redox de la enzima. Tal como fue 

presentado en los resultados, las mutaciones puntuales a nivel de la Leu60Phe y 

Ile58Tre generan desestabilización del tetrámero de MnSOD, y dicha desestabilización 

está asociada con una mayor sensibilidad a agentes alquilantes, por exposición 

aumentada de una Cys localizada en la posición 160 que en conformaciones nativas 

no está expuesta. La expresión de esta proteínas alteradas en cepas de  E. coli 

generan también una disminución del crecimiento a 40°C, lo que implica una 

inestabilidad termal aumentada causada por estas proteínas, en comparación con las 

cepas que contienen MnSOD nativa (no se muestra, reportado en [239]).  

La inestabilidad de estas proteínas mutadas disminuiría su capacidad antioxidante, 

generando en las células que presentan este tipo de enzima un estado oxidativo 
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crónico que podría contribuir a la inestabilidad genética observada en ciertos tipos de 

cáncer. 

  

 

En suma, en este trabajo enfocado en el estudio de dos proteínas mitocondriales 

se determinaron los mecanismos de nitración de 3-nitrotirosina en citocromo c y 

MnSOD así como los cambios estructurales que favorecen dicha nitración o que 

ocurren tras esta modificación. Estos resultados proveen de elementos bioquímicos 

relevantes para el entendimiento de la alteración de la homeostasis mitocondrial 

secundaria a la formación de peroxinitrito y otras especies nitrantes 
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6 Perspectivas 

Interacción citocromo c y cardiolipina 

Sería de gran interés, como perspectiva para nuevos estudios, el análisis de los 

citocromo c nitrados en presencia de cardiolipina utilizando anticuerpos que reconocen 

formas alternativas de citocromo c, ya que permitiría determinar, con una nueva 

herramienta las variaciones que existen, o no, entre las especies nitradas obtenidas en 

presencia o ausencia de cardiolipina.  

A nivel estructural, para determinar los cambios conformacionales de citocromo c 

durante su interacción con cardiolipina se pretenden realizar estudios de NMR en 

estado sólido, dentro del marco del CEBEM, en la Universidad Federal de Rio de 

Janeiro. En este tipo de estudios se pueden determinar estructuras utilizando 

proteínas doblemente marcadas (a nivel de 15N y 13C), interaccionando con bicapas 

lipídicas [229], sin las limitaciones del método en solución. Por otra parte, y en 

colaboración con el Laboratorio de Cristalografía del Institut Pasteur de Montevideo, se 

pretenden obtener cristales de citocromo c interaccionando con cardiolipina, además 

de la obtención de otros cristales de modificaciones de citocromo c tales como 

citocromo c durante la transición alcalina, y citocromo c mononitrado. Este último se 

utilizará para caracterizar en profundidad anticuerpos que reconocen formas alteradas 

conformacionalmente de citocromo c (incluyendo aquel derivado de la clona 1D3), lo 

que resultará una herramienta de mucha utilidad para la detección in vivo de formas 

modificadas de citocromo c. 

MnSOD y su interacción con peroxinitrito 

Para poder definir el mecanismo de reacción de MnSOD con peroxinitrito se 

encuentran en curso experimentos de oximetría y detección de óxido nítrico de manera 

de poder determinar los mecanismos moleculares que se llevan a cabo tras su 

reacción, más específicamente, las modificaciones en el estado redox del centro 

metálico de Mn. En conjunto con estos experimentos, se están llevando a cabo en 

colaboración con la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de 

Buenos Aires, Argentina, cálculos computacionales para establecer, desde un punto 

de vista teórico, este mecanismo.  

Además, dentro del marco de un proyecto Fondo Clemente Estable modalidad III, se 

continuará el estudio de MnSOD nitrada en tirosina 34 tanto de manera post-

traduccional como co-traduccional. Estos estudios incluyen caracterización estructural 
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de la MnSOD nitrada co-traduccionalmente y generación de herramientas de 

cuantificación específica de esta modificación in vivo (cultivos celulares). 
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ANEXO I: Código de aminoácidos de 1 y 3 letras utilizados. 
 

Aminoácido Código de tres letras Código de una letra 

Alanina  Ala A 

Arginina Arg R 

Asparagina Asn N 

Ácido aspártico Asp D 

Cisteína  Cys C 

Glutamina Gln Q 

Ácido glutámico Glu E 

Glicina Gly G 

Histidina  His H 

Isoleucina Ile I 

Leucina Leu L 

Lisina  Lys K 

Metionina Met M 

Fenilalanina  Phe F 

Prolina Pro P 

Serina Ser S 

Treonina Thr T 

Triptófano Trp W 

Tirosina Tyr Y 

Valina  Val V 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Alanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Arginina
http://es.wikipedia.org/wiki/Asparagina
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamina
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A1mico
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Histidina
http://es.wikipedia.org/wiki/Isoleucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Leucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
http://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Prolina
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