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Resumen

El citocromo c (cyt ¢) es una hemo proteina mitocondrial pequeia. El grupo hemo de la proteina
estd covalentemente unido y el hierro se encuentra hexacoordinado, ubicada en la sexta
posicidon de coordinacién se encuentra la Met80. El espectro de absorcidn de la proteina incluye
la banda de Soret en el entorno de los 410 nm y una banda de absorcidn en la regién a 695 nm
caracteristica de la interaccion entre el azufre de la Met80 y el hierro del grupo hemo. A pHs
superiores a ~ 9,8 la Met80 es sustituida por una Lys, la conformacion adoptada a esos pHs es
denominada conformacion alcalina. Estudios previos demostraron que las modificaciones
postraduccionales como la nitracién de las tirosinas y la unidn al fosfolipido cardiolipina
disminuyen el valor de pK, de la transicion alcalina a pHs cercanos a los fisioldgicos. De esta
forma, surge el concepto de conformacién alternativa, que engloba a diferentes proteoformas
de cyt ¢, diferentes a la conformacidn nativa, a pH fisioldgico.

Inicialmente, se ubicd a la proteina exclusivamente en el espacio intermembrana de la
mitocondria en donde cumple su principal funcién, el transporte de electrones en la cadena
respiratoria. En la actualidad se le conocen diversas funciones adicionales: formar parte del
complejo del apoptosoma en el citosol, actividad chaperona en el nucleo celular, actividad
peroxidasa y mas recientemente en el espacio extracelular interactuando con receptores. Hasta
el momento hay muy pocos reportes de la conformacién que tiene el cyt ¢ cumpliendo las
diferentes funciones anteriormente mencionadas. En la literatura solamente se describe en dos
articulos reportes de conformacion, en ambos se utiliza un anticuerpo monoclonal (mAb 1D3),
gue tiene la particularidad de unir cyt ¢, pero no en conformacion nativa, actualmente el
anticuerpo original no estd disponible por haberse perdido el hibridoma original.

En la primera etapa de esta tesis se caracterizaron estructural y funcionalmente diferentes
conformaciones alternativas del cyt ¢ generadas por la exposicion a oxidantes (nitracion de
tirosina y sulfoxidaciéon de metionina) e interaccién con cardiolipina. Se determinaron la
capacidad de activar el apoptosomay la actividad peroxidasa de los mismos. En la segunda parte,
se buscd la generacién de herramientas para el reconocimiento del cyt ¢ de conformacién
alternativa, no nativa, desarrollando anticuerpos policlonales y la reconstruccién vy
caracterizacién de un anticuerpo monoclonal recombinante (R1D3). En esta seccidn, se
caracterizé y se construye “de novo” el mAb 1D3, obteniendo el anticuerpo de manera
recombinante. La caracterizacién bioquimica indicé que el R1D3 posee la misma afinidad y
especificidad que el anticuerpo monoclonal original por los cyt ¢ modificados oxidativamente in
vitro.

En una tercera etapa, con las herramientas desarrolladas, se analizaron la localizacion subcelular
de cyt c en conformacidn alternativa en diferentes condiciones de estrés oxidativo. Se estudid
el impacto en el cyt c frente a la adicidn de oxidantes a cultivos de diferentes lineas celulares. Se
observé que tanto la adicién de peroxinitrito como de perdxido de hidrégeno llevaron al cyt c a
translocarse al nucleo. Al incorporar cyt c¢ sulfoxidado a células utilizando micropinocitosis se
observé localizacion a nivel nuclear sin activacién del apoptosoma.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten plantear que modificaciones oxidativas generan
proteoformas de cyt ¢ con conformacion alternativa, y postular que podrian cumplir acciones
no-canénicas en la sefializacion celular. Un resultado relevante de esta tesis, es haber logrado
reconstruir y caracterizar in vitro e in cellula una potente herramienta inmunolégica para la
deteccion de conformaciones alternativas del cyt ¢ que hasta el momento no podian ser
identificadas en sistemas celulares ni purificadas del cyt ¢ de conformacién nativa. Estudios
futuros seran disefiados para poder dilucidar el rol de estos citocromos a nivel nuclear asi como
sus posibles funciones a nivel de la respuesta génica y transcriptdmica en condiciones de estrés.
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Introduccion

i) Biosintesis y propiedades generales del cyt c.

El citocromo c (cyt ¢) es una pequefia hemo proteina globular (12,4 kDa) compuesta de
104 residuos de aminoacidos en humanos, pero dependiendo de las especies, varia de unos 94
a 114 residuos. Los cambios en su secuencia a lo largo de la evolucidn fueron tempranos y se
basaron en la optimizacién de la velocidad de transporte de los electrones del cyt ¢ a la
citocromo oxidasa terminal (complejo IV) de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial®. La secuencia de aminodcidos en el extremo N-y C- terminal de la proteina se ha
conservado en el tiempo, planteandose que estas regiones son fundamentales para la formacion
y maduracién de la estructura proteica. Las estructuras helicoidales en el extremo N-terminal
sirven de reconocimiento para la unién con la holo-cyt ¢ sintetasa necesaria para la maduracion
del cyt ¢

El grupo hemo del cyt ¢ se encuentra ubicado en un bolsillo hidrofdbico parcialmente expuesto
al solvente34. Dentro de los aminoacidos mas conservados del cyt ¢ se encuentran la cisteina 14
y 17 que forman los enlaces tioéster con el grupo hemo® (Figura 1). Las Gltimas reacciones de
maduracidn del cyt ¢ se llevan adelante en el espacio intermembrana de la mitocondria. Los
pasos necesarios para la formacidn final del cyt c incluyen: i) la translocacién del péptido apo-
cyt ¢ al sitio de unién del hemo; ii) el transporte del hemo al espacio intermembrana; iii) la
reduccion del hemo y la unién de la chaperona a la apo-cyt c y iv) formacién de los enlaces
tioéster entre el hemo y las dos cisteinas (Cys14 y Cys17)®. El sello distintivo de la sintesis de
citocromos de tipo c es la unién covalente de grupos vinil hemo a dos residuos de cisteinilo del
apo cyt ¢ (en un motivo caracteristico Cys-Xxx-Yyy-Cys-His). A partir de estudios genéticos,
gendmicos y bioquimicos, esta claro que tres sistemas distintos han evolucionado en Ia
naturaleza para ensamblar esta proteina ancestral. En particular, el sistema Ill ha evolucionado
especificamente en mitocondrias de hongos, invertebrados y vertebrados. Lo que diferencia del
resto de los sistemas es que el sistema Ill incluye una enzima llamada cyt ¢ hemo liasa (CCHL)
que juega un papel fundamental en el espacio intermembrana mitocondrial’.

La estructura terciaria del cyt ¢ consiste en cinco alfa-hélices interconectadas con cuatro omega-
loops y un par de hojas-beta antiparalelas (Figura 1). Los omega-loops son definidos como una
categoria discreta dentro de la estructura secundaria de las proteinas, caracterizados por tener
un lazo aleatorio de conformacion y por tener un cuello de interaccién entre las dos terminales®.
De hecho, a estos omega-loops se les ha encontrado un rol importante en el plegamiento de la
proteina y de su funcion. El omega-loop 40s esta constituido por los residuos amionoacidicos
gue van desde el aminoacido 40-57 y los residuos terminales (40 NH y 57 CO) estan unidos por
enlace de hidrégeno. Estudios realizados por cristalografia de rayos X indican la formacién de un
enlace de hidréogeno entre el grupo imidazol de la histidina 26 y la cadena carbonilo de la prolina
44, generando un puente entre el omega-loop 20s y el 40s de la cadena polipeptidica®. Parte de
la estabilizacion de la conformacidn terciaria de la proteina se da por la interaccién que hay con
el omega-loop y es fundamental el efecto protector que cumple al hemo. Al mismo tiempo se le
ha encontrado un rol importante en asegurar la correcta transicion a la conformacion alcalina®®.



“Loop — 55- 70

Loop —22- 29

Loop —40- 54 L

Figura 1. Cyt c de corazon de caballo (PDB: 1HRC). En color se representa los loops que posee
la proteina. En el centro y de color gris, se esquematiza el grupo hemo.

En condiciones fisioldgicas, la His18 y la Met80 son los ligandos axiales del hierro del hemo. La
Met80 juega un papel significativo para la proteina, siendo considerado el residuo responsable
del alto potencial redox que presenta el cyt ¢ 1. En la Figura 2, se muestran los enlaces formados
entre las cisteinas con el grupo hemo y la quinta y sexta posicién de coordinacion del hierro.

Figura 2. Figura adaptada de la referencia®. Sitio activo del cyt c humano de la variante G41S (c4digo PDB
3NWV) en el que se muestra los ligandos axiales de los residuos de la Met80 y la His18, el link de unién
con las Cys14 vy la Cys17 y el residuo Tyr67 formando un enlace de hidrégeno con la interaccién Fe-S de la
Met80.

ii) Transicion alcalina y cambio conformacional

En la década de 1940 se observd que el cyt ¢ presentaba diferencias en su espectro
dependiendo del pH. Se identificaron 5 espectros a los que se los nombré segun el pH (yendo de
acido a alcalino) de | a V2 (Figura 3). Los valores de pKa observados para la transicidn entre los



espectros fue: I-1l = 0.42; lI-lll = 2.50; IlI-IV = 9.35 y del IV-V = 12.76. El estado Il es el
predominante a pH fisioldgico conocido como la “conformacién nativa” 2. La transicién de pKa
de lll -1V (9.35) se produce entre dos especies diferentes de bajo-spin del cyt cy es normalmente
referida como la “transicion alcalina”. En la Figura 3, se muestra la transicion espectral entre los
diferentes estados de la proteina segun el pH, observandose que a pHs alcalinos. Estudios
posteriores mostraron que los diferentes cambios en la transicién se debian a la pérdida del
ligando axial del hierro con el azufre de la Met80 (estado Ill) y por consiguiente la pérdida de la
banda a 695 nm en el espectro de absorcidn, en donde el ligando es remplazado por una lisina
(estado IV) **14 (Figura 3B).
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Fig. 5.—Light absorption of ferricytochrome ¢ at pH 1 [Fig, 6,—Light absorption of ferricytochrome ¢ at pH 11.1
(929% type II + 89 I) and pH 7 (type III). - - -~ {type IV), pH 13.8 —— (type V).

Figura 3. Tomada de'2. Espectro de absorcidn de cyt ¢ a diferentes pHs. El espectro de la izquierada
corresponde con cyt c a pH = 1 (especie Il en un 98 % y especie | en un 8 %) y pH = 7 (especie Ill). El
espectro de la derecha corresponde al cyt c a pH = 11.1 (especie IV) y pH = 13.8 (especie V).

Posteriormente, se realizaron estudios con diferentes mutaciones del cyt ¢ para identificar cual
lisina podria estar sustituyendo a la Met80 en la transicion de las especies lI-IV. Las lisinas mas
cercanas y candidatas a ser las sustituyentes son la Lys72, 73y 79 >, Los resultados muestran
que para el cyt ¢ de caballo, la sexta posicidn de coordinacion estd ocupada mayoritariamente
por la Lys79 y en una menor fraccidn por la Lys73%8, en tanto, la Lys72 no participaria de la sexta
posicion del ligando®®. Estudios de cristalografia para el cyt ¢ de levaduras en la transicidn
alcalina muestra un cambio importante en la conformacién de la proteina, con un gran cambio
de posicion a nivel del omega-loop 70-85 (Figura 4). Es interesante observar que existe una
dinamica de comunicacién entre los omega-loops 40-57 y 71-85. El omega-loop 40-57 tiene una
menor estabilidad. La interaccidon entre el azufre de la Met80 y el hierro en estado Il es
influenciado por la contribucidon de una comunicacion a través de un enlace de hidrégeno entre



los dos omega-loops?°. Las perturbaciones en dicho enlace potencian la disociacién de la
Met802%21,

AN
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Figura 4. Figura adaptada de %2, Comparacién de iso-cyt ¢ (cyt ¢ de levadura) en conformacién nativa
(codigo PDB: 2HV4) con iso-cyt ¢ en conformacion alcalina (cddigo PDB: 1LMS). Las estructuras de NMR
de iso-cyt ¢ de levadura a pH neutro corresponden con la proteina en violeta y a pH alcalino en color gris.

Durante la transicidn alcalina, el cyt ¢ genera una caida drastica del potencial de reduccién en
aproximadamente unos 300 mV. Esta caida en el potencial inhibe el transporte de electrones en
la cadena respiratoria. Por otro lado, varios reportes indican que la transicidn alcalina lleva a un
aumento de la actividad peroxidasa del cyt c comparado con el estado nativo®*~?°. La actividad
peroxidasa del cyt c juega un rol importante para la salida del cyt c y de otras proteinas desde el
espacio intermembrana mitocondrial al citosol celular durante el proceso de muerte por
apoptosis, rol que se profundizara mas adelante. La importancia de la ruptura de este ligando
axial se pone de manifiesto en estudios con el cyt c recombinante Met80Ala, mutante que tiene
libre la sexta posicion de coordinacion del hierro. En este mutante, se observa un aumento en
la actividad peroxidasa y su translocacién al ntcleo en células no apoptdticas?®.

Como se describe mas adelante, tanto la nitracidn de tirosinas, la sulfoxidacidon de las metioninas
y la interaccién con el lipido cardiolipina induce la pérdida de la banda a 695 nm indicando que
hay ruptura de la interaccién hierro-azufre.

iii) Actividad peroxidasa del cyt ¢

El cyt c tiene la capacidad de reaccionar con el perdxido de hidrégeno (H,0,)?” y con diferentes
hidroperdxidos lipidicos lo que lleva a la propagacion de la peroxidacion lipidica en
membranas?®. Algunos autores muestran que el cyt ¢ cataliza la peroxidacién de liposomas de
fosfatidil colina en presencia de H,0,%. Aln se desconoce el mecanismo por el cual el cyt ¢
adquiere actividad peroxidasa, ya que no cumple con los requisitos de las peroxidasas clasicas.
El mecanismo de las hemo peroxidasas, como la peroxidasa de rabano (HRP) o la
mieloperoxidasa (MPO), implica la formacion del denominado compuesto | como se describe en
la Figura 5 para el HRP. En particular estas peroxidasas tienen un entorno en el hemo que le
permite un sitio catalitico altamente eficiente para uniry descomponer al H,0,%. Las constantes



de reaccién con el H,0; estén en el entorno de los 10%-10” M™1.s 3!, Son dependientes de la
presencia de una His en la quinta posicidon del ligando del hierro en el bolsillo proximal del hemo,
asi como también una His y Arg en la zona distal del hemo. Estos ultimos aminodcidos participan
en la ruptura del H,0, %. El compuesto | tiene dos oxidantes equivalentes, uno sobre el oxyferril
del centro del hemo y el otro dispuesto sobre el anillo de la porfirina como un mt-cation radical.
El compuesto | tiene gran habilidad para oxidar a sus sustratos a través del mecanismo de un
electrén formando el intermediario (compuesto 1l) (Fe'V=0). Al cerrar el ciclo de la reaccidn, el
sitio activo retorna a la forma nativa (Figura 5)2.

En su conformacién nativa, el cyt ¢ no tiene en el bolsillo del hemo a los aminodcidos
anteriormente mencionados, siendo por tanto, una pobre peroxidasa para el H,0, (Kv = 70
mM?33), pero no tan mala peroxidasa para los hidroperdxidos lipidicos. Esto se debe a que la
interaccidn del cyt ¢ con éstos lipidos cambian su conformacién exponiendo mas al hemo3%34,
Varios autores observan que la ruptura de la conformacién nativa, en particular la ruptura del
ligando Met80, es un pre-requisito para que el cyt ¢ gane actividad peroxidasa®*.
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Figura 5. Mecanismo catalitico de la HRP. Al. Perdxido de hidrogeno ubicado en la sexta posicién del
ligando con el hierro del hemo. A2. La formacién del compuesto uno, con el oxoferril. B. Adaptada de 32.
Ciclo catalitico, formacién de compuesto | y Il y posterior finalizacién del ciclo. A adaptada de 3°.

Para el caso del cyt ¢, el H,0; causa inmediatamente la oxidacién de los aminoacidos cercanos al
centro activo. Algunas hipdtesis sefialan a la Tyr67 ya que se ubica préxima al sitio 3¢ y porque
mutantes que sustituyen la Tyr67 por fenilalanina y pierden la actividad peroxidasa 3. El cyt ¢
también cataliza la peroxidacién de la cardiolipina poliinsaturada, propagando la oxidacion en la
membrana mitocondrial. La propagacidn implica dos pasos, en el primero la reaccién entre el
peréxido (de hidrégeno o lipidico) forma la especie intermedia de “tipo-compuesto |” con la
formacion del radical tirosilo y en el segundo paso, el radical tirosilo abstrae un hidrégeno del
lipido insaturado con la posterior adicidn de oxigeno?®. Dicha adicién genera un nuevo producto
radicalar que se oxigena formando un hidroperéxido.

iv) Interaccion del cyt ¢ con la cardiolipina.

La cardiolipina es un fosfolipido anidénico dimérico que se encuentra en la mitocondria
representando entre un 5-20% de los lipidos de la membrana mitocondrial interna 373, La
reaccion de sintesis ocurre en la matriz mitocondrial préxima a la cara interna de la membrana
mitocondrial. Es un fosfolipido de acidos grasos insaturados, en particular el acido linoleico en



el higadoy el corazdn, y el &cido araquiddnico en el tejido nervioso®. Que tenga la particularidad
de ser insaturado hace a la cardiolipina ser blanco de diferentes oxidantes. Varias proteinas se
unen a la cardiolipina desde la matriz mitocondrial las cuales se mantienen por interacciones del
tipo electrostaticas e hidrofébicas, cumpliendo un rol fundamental en la importacion vy
exportacion de proteinas®®. Asimismo, la cardiolipina participa en el ensamblaje de los super
complejos respiratorios, necesarios para regular el transporte de electrones y el rendimiento de
la mitocondria al mantener unidos los complejos Il y IV de la cadena respiratoria **.

El cyt ¢ mantiene una estrecha unién con la cardiolipina mediante interacciones del tipo
hidrofébica y electrostaticas dada por la carga neta positiva (+8) del cyt ¢ a pH fisioldgico 2y la
carga negativa de la cardiolipina a pH fisioldgico. Se ha identificado en primer lugar dos sitios
para dichas interacciones: i) el sitio denominado A, ii) el sitio C (Figura 6). El sitio A se superpone
con un sitio de unién al ATP y corresponde con el sitio de unién anidnico. El sitio C es el sitio que
permite la interaccion hidrofébica generando un anclaje de las cadenas del lipido 2.
Posteriormente se ha identificado el sitio L, también con carga positiva por lo que seria un sitio
de interaccidn electrostatica.

Figura 6. Sitios de interaccion del cyt ¢ con fosfolipidos. A. Representacién del cyt ¢ (PDF: 1HRC)
sefialando los sitios de contacto A, Cy L. El Sitio A (color magenta) lo componen los residuos Lys72, Lys73,
Lys86 y Lys87. El sitio C (color celeste) consiste de un residuo clave que es la Asn52. El Sitio L (amarrillo)
incorpora los residuos de Lys 22, Lys 25, Lys 27, His26 e His33. Las interacciones formadas en el los sitios
A y L con el fosfolipidos son principalmente del tipo electrostaticas, mientras que el sitio C se dan
interacciones del tipo enlace de hidrégeno. B. Mapa de superficie de cyt c en donde se ilustra el acceso al
solvente y los sitios de interaccién con los fosfolipidos. Figura tomada de 2.

La interaccién del cyt ¢ con la cardiolipina induce un cambio conformacional bastante
importante en la proteina. Algunos autores plantean la conformacion adoptada es una
“conformacion extendida” del cyt c (Figura 7)*%. Estudios por medio de espectrometria Raman
resonante confirman que existe una ruptura de la interaccion de la Met80—-Fe del hemo
sustituyéndola por una His, quedando la configuracion His-Fe-His>*.
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Figura 7. Se describe la pérdida de la conformacion nativa por la union a la cardiolipina generando una
conformacion extendida del cyt c, con la pérdida de la interacciéon Fe-Met80. Tomada de *3. Los residuos
aminoacidos sefialados corresponden a puntos utilizados para estudiar el movimiento de la proteina
utilizando una sonda fluorescente por el articulo original 3.

Este cambio conformacional del cyt ¢ durante su unidn con la cardiolipina, induce un aumento
en la actividad peroxidasa del cyt ¢ como se describié previamente. Dada su interaccion y la
capacidad de oxidarla, el grupo del Dr. Kagan lo describen como un “beso de muerte” 3° dado
que la oxidacién de la cardiolipina es un paso necesario en el proceso de apoptosis®. La
cardiolipina puede oxidarse directamente por el radical hidroxilo* y el cyt ¢ puede propagar
dicha oxidacién mediante su actividad peroxidasa, asi como también usando H,0O, como
sustrato.

No existe evidencia que otro fosfolipido sin carga induzca un aumento en la actividad peroxidasa
del cyt ¢ como lo hace la cardiolipina®.

v) Modificaciones oxidativas postraduccionales: nitracién y sulfoxidacion del
cytc

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno se forman, a bajos niveles, de forma
continua en condiciones fisioldgicas*®*’ pudiendo participar en reacciones de sefializacién
redox*®%, Las oxidaciones que mayoritariamente ocurren en los sistemas bioldgicos
corresponden a reacciones de dos electrones mientras que las reacciones por un electrén son
evitadas ya que puedan generar dafio por la generacidn de nuevos radicales durante el
proceso’’. Existen diferentes fuentes de formacidn de oxidantes y radicales libres que se forman
en diferentes compartimentos celulares y varias de ellas estan relacionadas con el mecanismo
de accion de diferentes enzimas. Por ejemplo, en la membrana plasmatica se encuentran las
enzimas lipoxigenasa, prostaglandina sintasa y NADPH oxidasa, mientras que en los peroxisomas
estdn presentes varias oxidasas y flavoproteinas también generadoras de oxidantes y radicales
libres. La familia de las dxido nitrico sintetasa (NOSs) forman a partir de la oxidacién de la L-
arginina el radical 6xido nitrico ("NO), radical estable que es utilizado para transmitir sefial a
través de las membranas lipidicas®. El °“NO es el mayor contribuyente a mantener la homeostasis
normal en el sistema cardiovascular, siendo la isoforma endotelial (eNOS), la determinante
principal en el proceso de relajacion y regulacién del tono vascular. Los niveles normales de "NO
estan en el rango nM. El *NO reacciona con ferro-cyt c a una velocidad de 200 Ms™! para formar
ferri-cyt ¢ y anién nitroxyl (NO)°1. Algunos autores plantean que el cyt ¢ cumpliria un rol en
detoxificar el "NO. Al mismo tiempo, se ha planteado la posibilidad de que el "NO controle el
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flujo de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial al ser un potente inhibidor reversible
del complejo IV de la cadena (citocromo c oxidasa)®2.

La familia de las NADPH oxidasas (NOXs) producen radical superdxido (O2™) en diferentes
condiciones y compartimentos celulares®®>3>4,

La respiracion aerdbica mitocondrial lleva a la reduccion del O, por 4 electrones a nivel del
complejo IV con la consiguiente generacion de H,O en la matriz mitocondrial. Este proceso
genera el gradiente electroquimico utilizado para la sintesis de ATP cuando el mismo se disipa
por la ATP sintasa (complejo V). Sin embargo, el proceso no es 100 % eficiente y parte de los
electrones se fugan de la cadena reduciendo al oxigeno por un electrén con la consiguiente
generacion de 0,°%>°% %7, Se estima que aproximadamente el 0.1 % de los electrones que pasan
por la cadena respiratoria se desvian hacia la formacién del 0,">>%8, La produccién estd mediada,
en parte, por la inhibiciéon de los complejos |, Ill 6 IV, que incrementa los electrones en los
clausters hierro-azufre de los complejos. Un segundo mecanismo esta dado por el transporte
reverso de los electrones a través de la cadena respiratoria. El O," es generado por la semi-
ubiquinona (mono-reducida) en el sitio de unidn a la ubiquinona en el complejo I. En el complejo
I, se ha reportado la produccién de O," en el centro de oxidacion del ubiquinol, en particular
frente al agregado del inhibidor antimicina A*®*°, Esta reportado que la hiperpolarizacién de la
membrana mitocondrial (mayor a 140 mV) lleva a un mayor flujo de electrones en la cadena
respiratoria generando un aumento en la fuga de electrones hacia el O, con la consecuente
generacion de especies reactivas del oxigeno®%°1,

El 0O, también puede ser generado enzimdticamente o por medio de
compuestos autooxidables como flavinas, catecoles o nitrofuranos. Ejemplos de otras
formas de generacion enzimatica son las enzimas xantina oxidasa y la aldehido
deshidrogenasa, que contienen molibdeno, centros ferro sulfurados y flavinas, capaces
de transferir electrones al O,, produciendo 0" y H,0,%. El H,0, también es generado como
producto de la reaccién catalizada por las superdxidos dismutasas (SODs) en el proceso de
dismutacion de dos 0," en presencia de H*®3,

A diferencia del 0,"", el H,0, es una especie neutra, no radicalar, relativamente estable y en
cuanto a su reactividad, es un oxidante moderado®. La produccién de H,0, se da por la
dismutacién del radical O,* (SODs) o por diferentes oxidasas, como la xantina oxidasa (XO),
monoamina oxidasa (MAOQ), o D-aminodacido oxidasa (DAO)*. Presenta una permeabilidad a
través de membranas relativamente similar a la del H,O y una mayor vida media en sistemas
bioldgicos, lo cual permite su difusién a través de diferentes compartimentos celulares alejados
del sitio de produccién®.

El H,0, es un oxidante de dos electrones, cuyo blanco principal son los tioles. Dada las
propiedades fisicoquimicas del H,O, puede ser utilizado como mensajero transportando sefiales
redox desde su sitio de generacién al sitio blanco. La regulacion redox a nivel celular mediada
por H,0, puede darse a través de la actividad enzimatica o a nivel transcripcional . El concepto
de sefializacién redox por H,0, fue propuesto luego del descubrimiento de varias proteinas
blanco involucradas en la sefalizacion como son las fosfatasas, quinasas y factores de
transcripcidn, que contienen residuos de cisteinas susceptibles de oxidacién y que causan
cambios en su actividad bioldgica. Las peroxirredoxinas, son responsables de su detoxificacion,
pero también son responsables de la transmision de sefiales oxidativas a nivel celular. De esta
manera, un aumento en las concentraciones de H,0; puede inducir una cascada de sefializacion
redox a nivel celular®®. En células de mamifero se ha reportado a los siguientes factores de
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transcripcidn regulados por la oxidacién de sus cisteinas mediada por H,0;: AP-1 (proteina
activadora 1), NRF2 (Factor nuclear 2), CREB (proteina de respuesta de union), HSF1, HIF-1
(factor de respuesta a la hipoxia), TP53 (proteina tumoral 53), NF-kB (factor nuclear- kB), NOTCH,
SP1 (proteina especifica 1) y SCREB-1.

Efectivamente, para que se dé un aumento de la concentracién de H,0,, es necesario superar la
capacidad de los sistemas antioxidantes que existen a nivel celular, en los diferentes
compartimentos celulares, como son los tioles de bajo peso molecular (glutation, GSH,
tiorredoxina Trx) y las enzimas antioxidantes como las glutation peroxidasas (GPx),
peroxiredoxinas (Prx) y la catalasa. Un dato importante, es que tomando en cuenta la
abundanciay las constantes de reaccién del H,O; con estas enzimas antioxidantes, las moléculas
sefializadoras nombradas anteriormente no compiten por el H,0,. Varios autores adjudican por
lo tanto, que estas enzimas antioxidantes no cumplen Unicamente el rol de ser aquellas
detoxificantes, sino que cumplen un rol censando los niveles de H,0,y, mediante la interaccion
tiol/disulfuro, transfieren la reaccidn hasta oxidar las proteinas blanco®. Las concentraciones de
H,0; asociadas a una respuesta al estrés a nivel intracelular son en el entorno de 0.1 — 10 uM*,
Cuando el H,0; es generado a concentraciones menores a 0.7 uM actla como un segundo
mensajero® activando vias de sefalizacién que estimula la proliferacién celular®, Ila
diferenciacion %y la migracion (Figura 8)7°.

Extracelular
0,1 1 10 100 1000 H20, pM

Intracelular
HzOz UM

0,001 0,01 0,1 1 10

!

Proliferacion celular
Migracién
Angiogénesis

Estrés oxidativo
Inflamacion

Muerte celular

Figura 8. Respuesta celular a diferentes concentraciones H,O,. La concentracidon de H202 en hepatocitos
en condiciones fisioldgicas. En condiciones de estrés oxidativo, la concentracién a nivel intracelular
aumenta a 100 nM. El estrés y la respuesta a adaptativa al estrés, al igual que frente a una respuesta
inflamatoria, crecimiento y muerte celular son varios procesos donde la concentracion de H,0; aumenta
a nivel celular. Modificada de la referencia“®.

Otras especies reactivas del oxigeno, como el radical hidroxilo (*OH) pueden generarse en
presencia de 0,", H,0, y metales de transicion mediante la reaccién de Fenton’!. Diferentes
metales de transicién como el hierro, cobre y el niquel pueden reaccionar con H,0; para formar
*OH "L,
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El O," reacciona con los aminodacidos con muy baja constante de reaccién’2. En la mayoria de los
casos no puede iniciar la oxidacidén por un electrén en una cadena polipeptidica, a excepcién de
la metionina, la cual puede iniciar oxidacién de la misma formando metionina sulféxido’3. El *OH
por su parte, puede oxidar también por un electrén con un potencial de 2.34 VapH 7 y la
reaccidon no excede mas de 107 segundos. Es poco probable considerar que el *OH difunde y
selectivamente reacciona con los blancos. En particular, las evidencias con cyt c indican que el
*OH reacciona con los residuos mas accesibles de la cadena polipeptidica, uno de sus puntos es
la oxidacién de la Met8074.

Algo interesante de remarcar es que un aumento en la concentracién de H,0; puede llevar a la
generacion de una disfunciéon mitocondrial, induciendo a un aumento en la produccién del O,
por la cadena respiratoria. Un blanco de ese O," puede ser el cyt c. Por lo tanto, tanto el O,™
como el "OH pueden oxidar a las metioninas del cyt c. La de la Met80 rompe la interaccion
hierro-azufre evidenciado por la desaparicion de la banda a 695 nm’4. Esta establecido que
existe un blanqueamiento (bleaching, pérdida de color) del cyt ¢ por parte del H,0, producido
por dafio en el anillo de la porfirina?®’. Algunos trabajos describen que complejos
electrostaticos con carga superficiales negativas tienen un efecto protector del cyt ¢ previniendo
el dafio en la porfirina causado por la reaccién con H,0,®. Mas alla de ser blanco de oxidacion
por el H,0,, el cyt c también participa regulando la generacién de H,0, mediante la reduccion
de p66Sch. p66Sch es una enzima redox presente en el espacio intermembrana mitocondrial
que genera H,0, utilizando electrones del cyt ¢ reducido’’. Un dato interesante es que el
knockout de p66Sch en ratones y células aumenta la sobrevida, observando especificamente
que los ratones knockout tienen incrementada la resistencia a especies reactivas del oxigeno y
al dafio UV. De hecho, la expresién y activacion de p66Sch promueve el incremento del
transporte de electrones de la cadena mitocondrial y un aumento de la produccién de especies
reactivas del oxigeno’®.

Finalmente, el O, reacciona con el "NO a una velocidad controlada por difusién llevando a la
formacién de peroxinitrito anion (ONOO), una base débil que se protona para dar el acido
peroxinitroso (ONOOH, pka = 6.8) 7°. Se nombrard en este trabajo peroxinitrito como la suma de
ambas especies (ONOO  /ONOOH) y se indicara en particular la especie reaccionante cuando sea
necesario. El peroxinitrito es un potente oxidante formado in vivo, de muy corta vida media (10
ms) 8 que puede reaccionar directamente con diferentes biomoléculas oxidando por un
electrén (ejemplo reaccion con metales de transicidn) o por dos electrones (ejemplo reacciones
con tioles) 8. El peroxinitrito se descompone en un 30 % por homdlisis del &cido peroxinitroso
(ONOOH) a didxido de nitrégeno (*NO,) y *OH. Dichas especies pueden participar en reacciones
de nitracién/oxidacién 88283 Unas de las reacciones mds importantes del peroxinitrito en
sistemas bioldgicos es su reaccién con didxido de carbono (CO,), que se encuentra en equilibrio
con el bicarbonato (HCOs)® dando un intermediario inestable que decae a *NO, y radical
carbonato COs" %, Un importante aspecto del peroxinitrito es su capacidad para nitrar tirosinas,
si bien no involucra una reaccién directa, pero si con los radicales derivados del mismo®%®, La
nitracion implica una modificacién covalente postraduccional mediada por oxidantes derivados
de su descomposicion®. La nitracién de tirosinas puede resultar en cambios dramaticos en la
estructura proteica y afectar la funcidn tanto en la pérdida de la misma o en ganancia de una
nueva actividad®’. Constituye la substitucién de un hidrégeno por el grupo nitro en la posicidn
3 del anillos fendlico, siendo 3-nitro-tirosina el producto de la reaccién. El mecanismo para la
nitracion de tirosina implica un paso de oxidacidn por un electrén que lleva a la formacién de
radical tirosina®®®, En los sistemas bioldgicos los oxidantes que pueden realizar dicha oxidacion
son *OH, *NO,, COs*, los complejos oxo-metales (como el complejo | de la myeloperoxidasa) y
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los peroxilos lipidicos (LOO") y alkoxyl lipidicos (LO*)®¥. La reaccidn del radical tirosilo con *‘NO,

(y °NO) es controlada por difusidn y deja la formacién de 3-nitrotirosina, aunque también otras
reacciones pueden derivar en otros productos como la 3,3’-ditirosina, lo que incluye la unién de
proteinas en dafios degenerativos y en procesos de envejecimiento®. La nitro tirosina afecta las
propiedades fisicoquimicas del aminodcido, en particular causa una disminucion en el pKa del
grupo hidroxilo del fenol de 10.2 a 7.2 en solucién®’. Este cambio puede afectar el entorno de la
proteina al cambiar la proporcidn de residuos cargados, afectando la polaridad e incrementando

la hidrofobicidad de la misma®*%3. Se ha detectado in vivo proteinas nitradas en tejidos y células
94,95

El cyt ¢ humano cuenta con 5 tirosinas en su secuencia aminoacidica, las cuales 4 estan
altamente conservadas. El cyt ¢ de caballo posee esas 4 tirosinas en las mismas posiciones y
dada su alta similitud con la estructura del cyt ¢ humano se utiliza como modelo. La Tyr74 y
Tyr97 se encuentran expuestas al solvente, mientras que la Tyr67 y la Tyr68 se encuentran en
cavidades internas de la proteina. La reaccién del cyt ¢ con peroxinitrito genera una coleccion
de proteoformas con diferentes tirosinas nitradas. En solucidn las nitraciones preferenciales son
la Tyr97 y Tyr74 por estar mds mas expuestas al solvente. En particular a lo que respecta al cyt
¢, existen varios reportes in vivo de nitracidn de tirosinas %. En los osteoclastos se ha detectado
la nitracion de la Tyr97 y de la Tyr67, estas células tienen la particularidad de tener altas
concentraciones de H,0; en condiciones basales (0.34 uM)*’. Por otro lado, el dafio ocasionado
por la isquemia/reperfusidn de los tejidos en diferentes circunstancias, esta asociado con una
sobreproduccion de 0,” y "NO%, dafio a la mitocondria y eventualmente, muerte celular. En
modelos de isquemia/reperfusion en ratones, se evidencia la co-localizacién de proteinas
nhitradas y de cyt c en el citosol celular luego de la isquemia®®.

En diferentes trabajos de nuestro grupo, se ha logrado purificar formas mono y dinitradas del
cyt ¢ 9. En particular, se observé que la nitracién de la Tyr74 y la Tyr97 inducen la pérdida de la
banda a 695 nm, lo cual indica una ruptura de la interaccidn entre el hierro y el azufre de la
Met80. Estudios de espectrometria Raman han reportado la sustitucion de la Met80 por una Lys
a pH fisioldgico como sucede en la conformacién alcalina del cyt ¢, generando un complejo
hexacoordinado de bajo spin. Se postula que existe un enlace de hidrégeno que interacciona
entra la Tyr67 y el azufre de la Met80 que media un red entre la Tyr74 —Glu66 —Tyr67 —Met80 —
Fe, frente a la nitracion de la Tyr74 esta red se pierde %°, lo que permite realizar la transicion
alcalina a pHs més bajos (pKa 7.1)?%. La red de interaccién esta representada en la Figura 9.
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Figura 9. Red de contacto propuesto para transmision del efecto de la nitracién de la Tyr74 al grupo hemo
de la proteina. La nitracién de esa tirosina induce la pérdida de la interaccién de la Met80- Fe del hemo.
Tomada de Referencia %.

Este cambio en la configuracidon del hemo produce una reducciéon en su potencial de reduccion,
lo que impide que el cyt ¢ sea capaz de transferir electrones a través de la cadena respiratoria
mitocondrial. Cabe sefalar que esta pérdida de actividad se da en los cyt ¢ nitrados en las
diferentes tirosinas como se muestra en la Tabla 1 de la referencia®®.

Con respecto a la actividad peroxidasa ocurre una ganancia de funcién con la nitracion de la
proteina. El cyt ¢ no es una buena peroxidasa, pero la nitracion de la proteina induce un aumento
significativo en dicha actividad (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las velocidades de respiracion dependiente de succinato y la actividad peroxidasa
de los cyt ¢ nitrados en las diferentes tirosinas.

mM O,/min % del control UM/min % del control

Nativo 071 +0.032 100 1.67+0.11 100
NO,Y74 0.039 +0.011 55 7.69+0.11 460
NO,Y97 0.064 +0.015 90 4.58+0.08 274
NO,Y67 0.015 +0.011 21 4.77+0.12 285
DINO,Y 0.028 +0.012 39 11.72 +0.15 701
DINO,Y (Y74-Y67) ND 62402 371
TriNO,Y ND 122402 730
Tratamiento con 0.026 +0.013 36.6 9.35 +0.025 560

peroxinitrito

Recientemente, se ha observado que el cyt ¢ puede cumplir con la funcién de oxidar al sulfuro
de hidrégeno (H,S) y actuar como modulador de dicha molécula sefializadora®. El cyt ¢ actua
como agente oxidante que facilita la conversion de sulfito a sulfato por medio de la sulfato
oxidasa, enzima mitocondrial dependiente de molybdeno'®?1%, E| sulfito es un producto
metabdlico que se genera del catabolismo de los aminoacidos que contienen sulfuros como son
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la metionina y la cisteina. Se ha propuesto que el cyt ¢ podria ayudar a reducir la toxicidad del
sulfito por interaccion con la sulfito oxidasa en la unién a un dominio similar al del complejo llI
de la cadena respiratoria®.

Otra modificacion que puede sufrir el cyt ¢ es la nitrosilacién. La nitrosilacién corresponde a la
adicion de un grupo NO a cisteinas libres o metales de transicion. En el caso del cyt ¢ no posee
cisteinas libres, por lo que su Unico blanco es el grupo hemo!®. Unos pocos estudios han visto
nitrosilado el cyt ¢ in vitro y en monocitos U-937°110671% yn dato interesante es que la
nitrosilacidn induce que el hemo quede penta coordinado, rompiendo la interaccién Fe-S de la
Met80.

vi) Modificaciones no-oxidativas postraduccionales del cyt ¢
Fosforilacion del cyt ¢

Desde el punto de vista celular, el cyt c es una proteina ideal para ser regulada ya que
cumple funciones claves en la vida de una célula. Una de las maneras de regular la funcion de
las proteinas y en definitiva las vias en la que estdn involucradas esas proteinas, es la
fosforilacién. Varios grupos que trabajan en cyt ¢ han detectado la presencia de esta
modificacién postraduccional en sistemas bioldgicos. Se ha detectado la presencia de cyt ¢
fosforilado en varias tirosinas o treoninas y observado que segun el tejido los aminodcidos que
se encuentran fosforilados son diferentes!®. La primera fosforilacién detectada in vivo para el
cyt ¢ fue descrita en el 2006 y corresponde a la Tyr97'%. Fue detectada en corazén bovino'®y
en el cerebro porcino luego de tratamiento con insulina®®. La funcién de la fosforilacién de esta
tirosina evitaria la migracion del cyt c al citosol celular, preservando la sobrevida de las neuronas
frente a un dafio por isquemia'®!!, Con respecto a las funciones, el cyt ¢ cuando se encuentra
fosforilado en esa posicién cambia la cinética con la que se une al complejo Ill pasando de una
cinética del tipo Micheliana a una sigmoidea. Este cambio en la cinética regula la velocidad de
transporte de electrones a través de la cadena respiratoria’®.

La tyr48 fue detectada fosforilada en el higado de vaca y el efecto de esa fosforilacién induce
una disminucién en un 50 % de la capacidad mdxima de transporte de electrones, obteniendo
un mayor efecto que lo observado en la Tyr97 donde no baja la capacidad maxima del transporte
112 Estudios in vitro donde se sustituye a la Tyr48 por glutamato simulando el cambio de
aminodcido por uno con carga negativa, muestran una disminucién en 45 mV en el potencial
redox, probablemente debido a un cambio en la region del hemo que induce un cambio en el
estado redox del hierro. Con estos datos se puede observar que la Tyr48 fosforilada cumplird un
rol regulador en el transporte de electrones. Al mismo tiempo se detectd en estos mutantes una
disminucidn en la peroxidacidn de la cardiolipina, proceso asociado con la apoptosis®!3.

La fosforilacién en la Thr28 y Ser47 fueron detectadas en el musculo esquelético luego de
realizar ejercicio*!'>, La Thr28 fue detectada en el rifién, mas del 80% del cyt ¢ se encontraba
fosforilado en esa posicidon!®. La Thr28 fosforilada o el recombinante Thr28Glu (mutacion que
simula con el glutamato la fosforilacién) inhibe en la actividad del complejo Ill en mas de un 50%,
disminuyendo la capacidad respiratoria y la produccién de especies reactivas del oxigeno. Este
dato puede significar una importancia en la regulacion del cyt ¢ en el control del flujo de los

electrones!'®. AMPkinasa seria la enzima candidata de ser la que medie la fosforilacion al cyt
116
ctte.
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La fosfosforilacion de la Serd7 es otra modificacion detectada en el musculo esquelético por
algunos grupos de investigacion. Los estudios in vitro mediante mutantes que simulan la
fosforilacién muestran que existe una disminucién en la capacidad de activar a las caspasas®?’.
Al mismo tiempo, ese mismo mutante tiene mayor actividad peroxidasa®?’.

Existe cyt ¢ fosforilado de manera basal en diferentes tejidos como en la Tyr97 en el corazon,
Tyrd8 en el higado y la Thr28 en el rifidn. En todos ellos existe una disminucidn en el transporte
de electrones del cyt ¢, lo que algunos autores lo catalogan como una manera de controlar la
respiracién celular. Como ya se comentd en condiciones de hiperpolarizacién de mayor a 140
mV estd reportado en varios tejidos un aumento considerable de formacién de especies
reactivas del oxigeno. Existe una hipétesis planteada que establece que la fosforilacién podria
ser la modificacion que regule la produccidn de especies reactivas del oxigeno formadas por la
cadena respiratoria. Luego de una hiperpolarizacién de la membrana, el cyt ¢ se fosforila, lo que
evita que pueda transportar electrones en la cadena respiratoria bajando la formacion de
especies reactivas del oxigeno, previniendo la apoptosis celular . Pero bajo condiciones de
estrés y en condiciones de hiperpolarizacion de la membrana, el cyt ¢ se desfosforila lo que el
flujo de electrones aumenta induciendo la produccidn de las especies reactivas del oxigeno que
induce la apoptosis!’®. Con esta evidencia se plantea la hipdtesis de que la
fosforilacidn/desfosforilacidn regula la muerte celular por apoptosis de manera indirecta.

Acetilacion del cyt ¢

Con respecto a la acetilacién, el cyt ¢ tiene 18 residuos de lisinas que podrian ser blanco de
acetilacidon. Hasta el momento solo se ha detectado acetilaciones en modelos celulares en la
Lys8 en el higado de ratdn'® y en la Lys53 en tejidos y lineas celulares de cancer de préstata®?®.
Se utilizaron mutantes miméticos de la acetilacion, sustitucidn de la lisina por glutamina, con
pérdida de la carga positiva pero mantiene la polaridad en el aminodcido. Se observa una baja
actividad en la transferencia de electrones al complejo citocromo oxidasa terminal de la cadena
de transporte para ambos mutantes K8Qy K53Q!'*1?°, Para K53Q se observa una baja capacidad
en la activacion del apoptosoma, al igual que un aumento en la actividad peroxidasa lo que
sumado a una disminucion de actividad en la cadena respiratoria indicarian un rol pro-tumoral,
ya que estimularia el efecto Warburg (tendencia a fermentacién lactica observado en tejidos
proliferativos y tumorales) y un rol de evitar la muerte celular siendo scavengers de H,0,
evitando la formacién del apoptosoma!'®. En el mismo reporte, observan la especificidad al
encontrar Unicamente la Lys53 acetilada utilizando espectrometria de masas, lo que da la pauta
de la posibilidad de encontrarse alguna acetilasa sitio-especifica. El espacio intermembrana
mitocondrial se encuentra a un pH mas acido que en la matriz mitocondrial y una menor
concentracién de Acetil-CoA lo que sugiere una menor probabilidad de acetilacién no enzimatica
a diferencia de lo que ocurre dentro de la matriz mitocondrial*?%122,

vii) Rol del cyt c en la cadena de transporte de electrones mitocondrial

El descubrimiento de Eugene Kennedy y Albert Lehninger en 1948 de que las mitocondrias son
el sitio en donde se realiza la fosforilacion oxidativa marcé el inicio de la fase moderna de los
estudios sobre la transducciones bioldgicas de energial®. Las mitocondrias son organelos de
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doble membrana con ADN propio que codifica para 13 subunidades de los complejos que
participan en la cadena respiratoria asi como también para veintidds ARN de transferencia y dos
ARN ribosomales'?*, La cadena respiratoria se encuentra localizada en la membrana interna de
la mitocondria y consta de una serie de transportadores electronicos que actian
secuencialmente, como se muestra en la Figura 10. Ademds del di-nucleétido de adenina y
nicotinamida (NAD*/NADH) y de las flavoproteinas, hay otros tres tipos de moléculas
transportadoras de electrones que funcionan en la cadena respiratoria: una benzoquinonay dos
diferentes proteinas que contienen hierro (citocromos y proteinas ferro-sulfuradas). Los
citocromos son proteinas que se caracterizan por tener una intensa absorcién de la luz visible
debido a la presencia del grupo prostético hemo que contiene hierro. Las mitocondrias tienen
tres clases de citocromo (a, by c).

El complejo Il de la cadena respiratoria, también llamado complejo citocromo bcl, acopla la
transferencia de electrones desde el ubiquinol al cyt ¢ con el transporte vertical de protones de
la matriz al espacio intermembrana.

Citoplasma

Espacio
intermembrana

4H aH 2H nH*

000000000004

sintasa

00000000000(

Matriz
mitocondrial

NADH ~NAD' FADH,  FAD
b 5 bt [21+1/20,+ (2e) — w0 ] x2

Figura 10. Esquema de la cadena respiratoria localizada en la membrana interna de la mitocondria.
Consta de cuatro complejos (I-IV) y la ATPasa. El cyt c es la proteina responsable del transporte de los
electrones entre los complejos Il y IV. Esquema tomado de!?,

En la mitocondria se forma la mayor cantidad de ATP de la célula. En este organelo, la produccién
resulta de reacciones de oxido-reduccién generado por complejos multi-enzimaticos ubicados
en la membrana mitocondrial interna. Dichas reacciones son acopladas a un gradiente
electroquimico de protones que es utilizado para la sintesis de ATP por la ATP sintasa a partir de
ADP vy fosfato inorganico'®®. La cadena respiratoria cuenta con cuatro complejos multi-
enzimdticos (complejos del | al 1V) y la ATP sintasa en la membrana mitocondrial interna
(también llamado complejo V). EI NADH producido en el ciclo de Krebs es oxidado en el complejo
| (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) y el succinato formado en el mismo ciclo es oxidado por el
complejo Il (succinato deshidrogenasa). Los electrones obtenidos de los dos complejos son
transferidos al pool de ubiquinonas, el cual transporta los electrones dentro de la membrana
lipidica al complejo Ill de la cadena quién termina transfiriendo los electrones al cyt c. El cyt ¢
solo puede reducirse de a un electrén y transporta el mismo al complejo citocromo c oxidasa
(complejo IV) lugar donde ocurre la reduccién del oxigeno®?®.
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Estd aceptado que los componentes de la cadena respiratoria existan en complejos
marcomoleculares ensamblados denominados supercomplejos'?’. Los mismos permiten el
incremento en la eficiencia de la translocacién de los electrones y los protones que trae como
consecuencia una mejor eficiencia en la utilizacién del gradiente para la sintesis de ATP'?, Otra
consecuencia importante es la de disminuir la produccidn de O," generado en la cadena
respiratorial®. La cardiolipina participa en el ensamblado estructural de estos supercomplejos
dando estabilidad a los mismos. Algunos autores plantean la disminucién de cardiolipina en
estos supercomplejos lleva a una desestabilizacion de la cadena respiratoria causado por un

aumento en la oxidacién de la cardiolipina®.

Como se menciond anteriormente, el proceso de fosforilacion oxidativa mitocondria es el
sistema que genera mayor energia a nivel celular, pero a su vez, estd involucrado en la
generacion de especies reactivas del oxigeno y en la induccién de la apoptosis.

El cyt ¢, localizado en el espacio intermembrana mitocondrial, estd cargado positivamente con
un punto isoeléctrico de 9.6. El complejo IV representa el ultimo paso en la cadena de los
electrones y cataliza la transferencia de 4 electrones al O,, reduciéndolo a H,0%°. Al mismo
tiempo, el complejo IV bombea un H* al espacio intermembrana por cada electrén transferido.
La reaccion catalizada tiene una energia libre de Gibss irreversible con un AG2'=-100 kJ/mol*®!. La
cadena de transporte de electrones necesita obligatoriamente al cyt c. Ratones cyt ¢ knockout
mueren a mitad de la gestacion*? momento que coincide con el cambio de un metabolismo
glucolitico a una fosforilacién oxidativa debido a un incremento en la necesidad de energia dado
por el crecimiento del organismo*,

viii)  El rol del cyt c en la apoptosis

La muerte por apoptosis es un tipo de muerte celular programada esencial para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo, maduracién del sistema inmune,
remodelacion de tejidos y eliminacién de patégenos entre otros. Su desregulacién estd
implicada en diferentes patologias tales como: cancer, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias e inflamacién. El primer reporte de salida del
cyt ¢ de la mitocondria al citosol celular fue con el descubrimiento de la activacion del Factor de
Activacion de proteasa 1 (Apaf-1)!3%. La salida del cyt ¢ de la mitocondria al citosol marca el
mayor evento durante la apoptosis’*®. Una vez en el citosol, el cyt c forma complejo con el Apaf-
1, quien se encuentra unido a la pro-caspasa 9 (caspasa iniciadora del proceso), lo que lleva a un
cambio de conformacion de Apf-1 y a la formacidon del siper complejo del apoptosoma. Una
vez ensamblado, la procaspasa 9 se activa y ésta activa a continuacién a las caspasas ejecutoras
(ej: caspasa 3) llevando al desensamblaje de la célula en cuerpos discretos (cuerpos
apoptéticos). Varios estudios muestran que la carga positiva que le dan las lisinas de la superficie
del cyt ¢ permiten su unidn e interaccidn con otras proteinas como son el complejo bc13%1%7, |3

138139 y o] dominio negativo de la WD40 de la Apaf-11%°, Algunos trabajos han
7141.

citocromo c oxidasa
demostrado que dicha unidn es regulada por medio de la interaccidn entre el cyt cy la Hsp2
Dicha interaccion bloquea la posibilidad del cyt ¢ de interactuar con Apaf-1/procaspasa-9,
interfiriendo de esta forma con la via apoptética®?.

El cyt c es capaz de unirse al receptor del inositol-1,4,5-trifosfato en el reticulo endoplasmatico
durante la apoptosis, abriendo canales de calcio de la mitocondria al citosol, resultando en un
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mecanismo de retroalimentacidn positiva que causa mas salida del cyt ¢ activando la apoptosis
1437135 Un rol importante determinado para el cyt ¢ necesario para la apoptosis es su
participacion en la oxidacion selectiva de cardiolipina, la cual genera un aumento en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial?®. Pero para que esto ocurra es necesario en primer
lugar una migracion de la cardiolipina de la cara interna a la cara externa de la membrana
mitocondrial interna, cuyo paso estaria facilitado por la fosforilacion de la scramblasa-3146147 g
creatina-kinasa y la dinucleétido fosfokinasa-D mitocondriales'®®, Ahora, el cyt ¢ entra en
contacto con la cardiolipina y puede formar el complejo de alta afinidad cyt c/cardiolipina. Dicho
complejo aumenta considerablemente la actividad peroxidasa del cyt c que en presencia de H,0,
induce un aumento en la cantidad de lipidos oxidados generando un aumento de la
permeabilidad de membrana como se menciond previamente. El cyt ¢ puede translocarse
también al nucleo celular en respuesta al dafio al ADN. En esta localizacion, induce la
condensacién de la cromatina independiente de la activacion de las caspasas. Posterior a la
salida a el citosol, se observa un aumento progresivo de cyt ¢ en el ndcleo junto con un aumento

en la acetilacién de la histona H2A°.

ix) Mutantes de cyt c en la patologia humana

Las trombocitopenias hereditarias son un grupo heterogéneo de enfermedades que estan
asociadas a mas de veinte genes diferentes. En particular, se han detectado mutaciones
humanas en genes de cyt c que dan lugar a enfermedades hereditarias autosémicas dominantes,
la trombocitopenia 4, acompafiada de un aumento en la actividad apoptética mitocondrial 1*°.
Hasta el momento se han detectado 3 mutaciones en el gen de cyt ¢ G41S, Y48H y A51V (Figura
11)%°%152 | 3 variante G41S tiene aumentada la actividad peroxidasa en comparacidn con el cyt
¢ nativo'®>'>, Dicha variante tiene una mayor poblacién de estado pentacoordinado®. Algunos
autores manifiestan que la variante G41S es mds propensa a oxidar la Met80 a sulféxido™® y

dicha modificacién oxidativa aumenta la actividad peroxidasa®°®.

La mutante Y48H detectada en una familia Italiana®?, fue caracterizada in vitro, revelando que
tiene una mayor actividad peroxidasa que la variante G41S. Dicho aumento en la actividad, se
puede explicar en que hay un mayor equilibrio con tendencia hacia la penta coordinacion del
hemo asociado a una mayor actividad peroxidasa®!. En particular, los puntos calientes dindmicos
se centran alrededor de los bucles 40-57 y 71-85Q con una jerarquia dindmica de Y48H> G41S>
nativo, que actualmente escala con la poblacién de las especies penta coordinadas asociadas
con la actividad peroxidasa 2. La variante A51V contiene valores similares que Y48H en cuanto
a la cantidad de poblacién que se encuentra penta-coordinada, a pesar de eso si bien posee una
mayor actividad peroxidasa que el cyt ¢ salvaje la misma es menor que la variante Y48H siendo
mas cercana a la G41S **’,
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Figura 11. Estructura de rayos x del cyt ¢ recombinante humano (3ZCF) sefialando las mutaciones
naturales identificadas. Se sefiala los omega loops que se ven perturbados frente a estas mutaciones en
color marrén. Tomada de %7

La Tyr48 se ubica muy préxima al hemo, centro redox, por lo que la sustitucion de dicho
aminodacido puede interferir con el pasaje de los electrones. Se midid la actividad respiratoria en
levaduras que expresan esta variante y se observé una disminucién en el consumo de O, de un
40 % comparado la expresion del cyt ¢ salvaje /. Para el caso de la variante A51V, el pK para la
transicioén alcalina seguida por la banda a 695 nm (ruptura de la interaccidén azufre-hierro) y la
consecuente sustitucion por una Lys de ligando axial corresponde a 8.3 + 0.1 ¥/, similar a lo
obtenido para las otras variantes (una unidad de pH por debajo del cyt ¢ salvaje) *°8. Por lo tanto,
las variantes que generan enfermedad estabilizan la conformacién alcalina indicando que
podrian llevar a una mayor salida del cyt c al citoplasma celular por tener una mayor actividad
peroxidasa, necesaria para la oxidacién de la membrana mitocondrial.

x) Funciones alternativas del cyt c: sensor redox y respuestas adaptativas

Dado que el cyt ¢ puede tomar conformaciones alternativas en respuesta a estimulos
oxidativos, es posible que el mismo pueda servir como un sensor redox modulando un espectro
de respuestas celulares. En células en estado basal, el cyt ¢ estd predominantemente
hexacoordinado y funciona en el transporte de electrones mitocondrial. En respuesta a niveles
moderados de agentes oxidantes o nitrantes, una subpoblacién de cyt c puede pasar a un estado
alternativo, perdiendo la interaccién hierro-azufre (Met80-Fe), ganando actividad peroxidasa, y
trastocandose de forma temprana al nucleo y al citoplasma. En estas circunstancias, el cyt ¢ de
conformacioén alternativa podria funcionar como un sensor redox. Por otra parte, en condiciones
de estrés oxidativo predominaria la actividad cardiolipina oxigenasa del cyt ¢, conduciendo a
la liberacién masiva de cyt c nativo y otras proteinas pro-apoptdticas del espacio intermembrana
mitocondrial al citosol, activandose la via apoptética.

Nuestro grupo ha reportado que a nivel celular las conformaciones alternativas de cyt ¢ se
translocan de forma temprana al citosol, no induciendo la apoptosis?®. Resultados preliminares
sugieren que estas variantes citosolicas de cyt ¢ funcionan como sensores redox en virtud de su
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ganancia de funcidn peroxiddtica y pudiendo disparar respuestas transcripcionales vy
traduccionales.

xi) Otras funciones del cyt ¢

En otro trabajo mas reciente, se ha descripto un nuevo rol del cyt c tras el tratamiento
con pro-apoptdticos como los miméticos de BH3. En algunas células se observa una persistencia
a la droga dada por la comunicacion entre la mitocondria y el nucleo que se da por la
permeabilizacidn de la membrana mitocondrial externa y por la activacion dependiente de cyt ¢
de HRI (inhibidor regulado por hemo), que conduce a la sintesis del factor de transcripcién 4
(ATF4)'°. ATF4 estimula un programa de expresidn génica a corto plazo que promueve la
sobrevida, aumentando la toma de nutrientes y la autofagia, y disminuyen el estrés oxidativo¢°,

Se ha identificado al cyt c en el espacio extracelular y su interaccién con el ligando a-2 rico en
leucina glicoproteina 1 (LRG1)¥!, Se sefialé que el LRG1 se une al cyt ¢ en circulacién para
amortiguar su efecto proinflamatorio.

xii)  Evidencia temprana en la deteccidon inmunoquimica de cyt c en
conformacion alternativa: mAb 1D3.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son producidos por un unico clon de linfocitos By
de ésta manera son todos idénticos reconociendo a un epitope especifico 1213, Constituyen
herramientas fundamentales en bioquimica y pueden ser utilizados, entre otros, para detectar
cambios conformacionales en un polipéptido de una proteina. A través de los afios, se han
obtenido una serie de mAbs especificos para formas nativas y no nativas del cyt c!®*1%7 Entre la
década del 80y 90, se produjeron varios mAb con diferentes patrones de reconocimiento en el
cyt c. Se sefialaron tres sitios de reconocimiento para varios de estos mAb. Varios sensibles al
residuo de aminoéacido presente en la posicién 44 de la secuenciat®*1¢>1’ QOtros anticuerpos
reconocen la regién en el entorno del residuo 60 y el residuo 89!’. En estos casos, los
anticuerpos reconocen al cyt ¢ en su conformacién nativa, confirmado ya que se requiere las
interacciones de regiones no contiguas de la molécula para que el anticuerpo se una. Otro
anticuerpo monoclonal generado reconoce la region entre los residuos 93 a 104 Unicamente en
el cyt c desnaturalizado y por ello es utilizado mayoritariamente en la técnica de western blot!®®,

En 1999, el grupo del Dr. Jemmerson obtuvo un anticuerpo monoclonal (denominado:
mAb 1D3) que reconoce cyt ¢ de conformacidn alcalina, pero no en su conformacion nativa. Para
la generacion de este mAb utilizé un inmundgeno en donde fijo la conformacién alcalina del cyt
¢ a pH fisiolégico utilizando glutaradehido y ovalbumina (OVA). El anticuerpo mAb 1D3 fue
caracterizado utilizando ELISAs competitivas, en donde el anticuerpo reconoce al cyt ¢ que se
une a la placa (y es modificado por la misma a una conformacidn alternativa), pero no al soluble
de conformacion nativa que no le compite por la unién a la placa. En el mismo trabajo,
identifican un aumento en la sefial utilizando el anticuerpo en células apoptdticas, observando
que se marcan las células en etapas tempranas del proceso de muerte por apoptosis?.

En un trabajo publicado en PNAs del aifo 2010, se identificd la presencia de cyt ¢ no nativo en la
periferia nuclear en células Hela tratadas con concentraciones subletales de peroxinitrito. La
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identificacion fue mediante el uso del mAb 1D3 como anticuerpo primario mediante ensayos de
inmunofluorescencia. Desafortunadamente, el hibridoma que producia la expresién del mAb
1D3 se perdid por un mal manejo de temperatura, y de esta manera, también se perdié la
produccion de este anticuerpo. Aun contando en el laboratorio con el mAb 1D3 pero conociendo
que el mismo no se podria volver a producir, se decidié que la herramienta no se utilice en
publicaciones cientificas hasta que se logre su recuperacion y de esta forma permitir el uso a la
comunidad cientifica.
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Objetivos

Objetivo General:

Caracterizar las diferentes conformaciones alternativas del cyt ¢ expuesto a oxidantes en
términos estructurales y funcionales y evaluar su presencia y localizacion en distintos sistemas

celulares.

Objetivos especificos

1.

2.

Caracterizacién estructural y funcional de formas de cyt ¢ modificadas oxidativamente.

Generacion de herramientas inmunoquimicas para el reconocimiento del cyt ¢ de
conformacién alternativa. Desarrollo de anticuerpos policlonales (pAb) vy
reconstruccion, generacién y caracterizacion del anticuerpo monoclonal recombinante
mAb R1D3.

Generacién y localizacion subcelular de cyt c de conformacién alternativa en diferentes
condiciones de estrés oxidativo.
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Ill.  Resultados

1- Objetivo especifico 1
Caracterizar en términos estructurales y funcionales formas de cyt ¢ modificadas
oxidativamente

El cyt c de corazén de caballo utilizado durante el trabajo experimental fue adquerido de
SIGMA-Aldrich (C7752) con un porcentaje de pureza mayor o igual al 95%.

1.1) Generacién de cyt ¢ sulfoxidado: sulfoxidacion de la Met80

Una de las modificaciones oxidativas del cyt ¢ obtenida previamente, pero no
caracterizada, es la oxidacién de la Met80. La reaccion para obtener la oxidacién de las
metioninas se realiza con cloramina T (CT, oxidante) en buffer Tris-HCI pH 8.3. La cinética de la
reaccion se sigue mediante la caida en la absorbancia a 695 nm. Nuevamente se toma este punto
de partida porque se sabe que al oxidarse la Met80 se pierde la interaccidn hierro-azufre (como
se observa en la Figura 12).
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Figura 12. Cinética de la reaccion del cyt ¢ con cloramina T (CT), en buffer Tris-HCl pH 8,3, en una relacion
molar del cyt c con respecto al oxidante de 1:27. Se sigue en el tiempo registrando la pérdida en la banda
a 695 nm. Inserto. Espectro de absorcion antes del agregado de CT (rojo) y posterior al agregado del
oxidante (negra).

Luego de terminar la reaccion, se quita el excedente de CT mediante gel filtracidn y se lo deja en
buffer fosfato (10 mM, pH 7.4). La mezcla obtenida de las diferentes especies oxidadas se pasa
por una cromatografia de intercambio catidnico (sulfopropyl-TSK preparativa) utilizando un
HPLC de forma de obtener fracciones puras uniformemente oxidadas. Se utiliza buffer acetato
de amonio pH 9, en donde el cyt ¢ se encuentra con carga positiva por lo que se unird a la
columna de intercambio catidnico y mediante el aumento de la fuerza idnica (gradiente lineal
de 10-400 mM del acetato de amonio) las diferentes especies con diferentes puntos
isoeléctricos (debido a la sulfoxidacion de las metioninas) salen antes que el cyt ¢ nativo en la
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cromatografia. La columna se equilibra con buffer acetato de amonio (5 mM, pH 9) y luego
aumenta de manera lineal la concentracidn a 400 mM en el minuto 76 con un flujo de 3 mL/min
(el gradiente es sefialado en la figura con el color verde, Figura 13).

En la Figura 13 se muestra el cromatograma obtenido vy las diferentes fracciones que fueron
recogidas para analizar por espectrometria de masas para su caracterizacion.
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Figura 13. Cromatograma de la muestra de la reaccion del cyt ¢ con cloramina T, utilizando una columna
de intercambio catidnico y elucién con gradiente de acetato de amonio (0.5 M, pH 9). Las letras
corresponden a las fracciones recogidas para el analisis posterior por espectrometria de masas.

Las fracciones obtenidas se desaladan y digieren con tripsina (relacion 1:50) en buffer
bicarbonato de sodio (50 mM, pH 8.1) toda la noche a 37°C en anaerobiosis (desgaseadas con
nitrégeno). Se realizd un control con cyt ¢ para verificar la no presencia de metioninas
sulfoxidadas. El resultado obtenido de la digestidn con tripsina fue analizada utilizando
espectrometria de masas (MALDI-TOF). La fraccidn A, tiene péptidos con metionina oxidada al
igual que sin oxidar (mezcla de especies). La fraccion A eluye con el cyt ¢ nativo indicando que
las modificaciones sufridas no alteran su punto isoeléctrico. Para las fracciones B y C, se
verificaron inicialmente que ambas tenian las dos metioninas oxidadas (la Met65 y Met80) en
todos los péptidos encontrados para esas posiciones con la presencia de una modificacién de
mas 16 Da para los péptidos que contaban con una metionina, y de mas 32 Da para aquellos
péptidos que contenia a ambas metioninas. De manera de entender por qué eluyen en tiempos
diferentes, se las tratd con ferrocianuro de potasio para reducir el hierro del grupo hemo de las
muestras. Posteriormente, las fracciones reducidas fueron nuevamente pasadas por la columna
de intercambio catidénico obteniendo un Unico pico. Por lo que la fraccion B y C, corresponde a
una mezcla de cyt c oxidado en ambas metioninas, pero con el Fe en estado oxidado y reducido.
En la fraccion D se observé también presencia de ambas metioninas oxidadas dados por la
presencia de una modificacion de mas 16 y otra de mas 32 Da en los diferentes péptidos (Figura
14).
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Figura 14. Espectro de masas obtenido del analisis por MALDI-TOF de cyt ¢ nativo y de la fraccion By C
digeridas con tripsina. Los dos espectros superiores corresponden a los dos fragmentos que contienen las
metioninas del cyt c nativo. Los dos espectros inferiores, se muestran los dos fragmentos que contienen
las metioninas, en ambos casos hay un aumento en la masa correspondiente a un oxigeno caracteristico
de la sulfoxidacion de las metioninas.

Se determind para cada fraccién la presencia de actividad peroxidasa con H,0; utilizando el
AmplexRed como sonda. Se observé que la fraccidn con mds actividad peroxidasa es la fraccién
B y C observandose un aumento de mds de 10 veces en comparacion con el cyt ¢ nativo.
Utilizando Raman Resonante se determind que la fracciéon B y C posee una coordinacion a nivel
del hemo OH/His. A la fraccién By C se le denomind SO-MS80 cyt c. Los ensayos posteriores se
realizaron con esta fraccion.

1.2)  Nitracidon de tirosinas

Se realizd la caracterizacion de las especies de cyt ¢ nitradas en las diferentes tirosinas.
Previamente se habia demostrado la relevancia de esta modificacidn oxidativa que produce la
ganancia de una nueva funcién, actividad peroxidatica. Se obtuvieron especies nitradas en la
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Tyr74 y en la Tyr97. Para obtener las especies puras se siguié el mismo procedimiento utilizado
en®? nitrando al cyt ¢ con flujos de peroxinitrito y posterior purificaciéon con columna de

intercambio catidnico que permite la separacién de los distintos cyt ¢ nitrados.

En la Figura 15 se esquematiza el procedimiento para obtener las formas mononitradas del cyt
C.

1) PEROXYNITRITE INFUSION

A-Cyt ¢
A'-Cyt
B-NO,Yer-Cyt ¢
C-NO,Y7T4-Cyt ¢
D-DiNO; -Cyt ¢
E-Tri NO,-Cyt ¢

3 QNHOO
I | Cyte — * NO,Cyt ¢
d[OO0 Pt = 0,13 mbd.mn "

Cytechrome ¢

MNaAHCO,, pH 7.4
(NRHCO,. pH 7.4) 2) AEGIHPLG- UV DETECTION (280 nm)

3} MS DETECTION-
IDENTIFICATION

Time (min)

Figura 15. Esquema del procedimiento para obtener formas mononitradas del cyt c. Dicha figura forma
parte de la revisién bibliografica que realizamos?. Posteriormente a la nitracién por infusién peroxinitrito,
la muestra obtenida se separa mediante cromatografia de intercambio catidnico. Se observa los
cromatogramas que se obtienen seguin los minutos de infusién del peroxinitrito.

Las diferentes fracciones fueron analizadas por espectrometria de masas (Figura 16). La muestra
mayoritaria corresponde al cyt ¢ nitrado en la Y74 (NO,Y74-cyt c) pero la fraccion contiene
también cyt c nitrado en la Y48 aunque en menor proporcion (Figura 16C). Para la muestra de
NO,Y97-cyt ¢ mas del 90% de la proteina tienen una Unica nitracién en la Tyr97.
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Figura 16. Cromatogramas del analisis de MRM de las especies purificadas de cyt ¢ nitradas. Cuantificacion
relativa del grado de modificacion de las cuatro tirosinas nitradas en las muestras purificadas de NO2Y74
cyt c (A) y NO2Y97 cyt c (B). Las muestras fueron tripsinizadas y analizadas por HPLC-MS (AB Sciex QTRAP
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4500 mass spectrometer) con un protocolo especifico de reaccién multiple monitoreada (MRM) para la
deteccién en simultaneo de cuatro péptidos especificos que contienen a las tirosinas, tanto sin modificar
(en azul) o nitradas (en rojo). Para cada muestra, se integro el valor del area de cada pico y los valores de
cada area fueron usados para estimar el grado de modificacién para cada residuo. C. Porcentaje de
nitracion para cada tirosina de las muestras de NO2Y74 cyt c y NO2Y97 cyt c.

1.3) Determinacion de la temperatura media (TM) de los cyt ¢ modificados
oxidativamente

Para estudiar el plegamiento de las diferentes especies oxidadas obtenidas se determind
la temperatura media (TM) de cada especie siguiendo la fluorescencia del triptéfano 59 que al
exponerse al solvente acuoso fluoresce con mayor intensidad. Se utilizé 1 mL (30 uM) de las
diferentes especies en buffer HEPES (20 mM, pH 7), y se incubaron a cada temperatura por 15
minutos para posteriormente medir la fluorescencia a A excitacidon = 290 nm y A emisién = 340
nm. El cyt ¢ sulfoxidado presenta menor TM partiendo de una conformaciéon mas desplegada de
la que posee el cyt ¢ nativo (Figura 17). Los cyt ¢ nitrados (NO,Y74-cyt c y NO,Y97-cyt c) también
disminuyen la TM pero en menor proporcion (Figura 17).
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Figura 17. Temperatura media de las especies modificadas oxidativamente. 30 uM de las diferentes
especies en buffer HEPES (20 mM pH 7), se incubaron a cada temperatura por 15 minutos para
posteriormente medir la fluorescencia a A excitacion = 290 nm y A emisién = 340 nm. Cada grafico de
intensidad de fluorescencia normalizada en funcion del tiempo se lo ajusta para la determinacién de la
TM para cada especie.

1.4) Determinacion de los puntos isoeléctricos de las especies de cyt ¢ modificadas
oxidativamente
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Para determinar los puntos isoeléctricos (pl) de las especies que se forman por la
nitracidn y la sulfoxidacion se realizaron geles en dos dimensiones de las especies purificadas
(Figura 18). Para el cyt ¢ nativo se determiné un pl de 10.1, valor dentro del rango de lo
determinado en la literatura para la proteina (pH 9.0—-10.65) %°. Para el caso del NO,-Y74 cyt ¢
el pl fue una unidad menor al cyt ¢ nativo (pl = 9.23) mientras que para la especie sulfoxidada
fue de 2 unidades de pH por debajo del nativo (pl = 8.5). Estos datos coinciden con lo observado
en la cromatografia de intercambio catidnico donde estas especies eluyen de forma previa al cyt
¢ nativo.

Cytc

10.

=

9.23 10.1
SO-M80cytc | * =% .
8.5 10.1

Figura 18. Isoelectroenfoque de cyt ¢, NO2-Y74 cyt ¢ y SO-M80 cyt c. Determinacidon de los puntos
isoeléctricos para el cyt c mediante isoelectroenfoque del rango pH 6- pH 11.

1.5) Capacidad del cyt c nativo y de los cyt ¢ modificados oxidativamente de inducir
lipoperoxidacion a la cardiolipina

V.l) Unién del cyt c a la cardiolipina

Para determinar las constantes de afinidad del cyt c a los liposomas de cardiolipina se preparé
una solucidn de 200 uM de liposomas de TetraOleil- Cardiolipina (TOCL) con igual cantidad de
fosfatidil-colina (PC) en buffer HEPES (25 mM, pH 7.4). Se prepara los liposomas mezclando los
lipidos (guardados en cloroformo), se secan utilizando nitrégeno, posteriormente se agrega
buffer Hepes (25 mM pH 7.4) y luego se vortexea por 10 min. Se sdnica la muestra hasta que la
solucién quede transparente formando la solucién de liposomas.

Se incuba a las diferentes concentraciones de cyt ¢ (10-110 uM) con la solucién de liposomas
durante toda la noche a 4°C. Se centrifuga a 100000 x g por 1 hora a 4°C. Se cuantifica la
concentracion del cyt c libre (no unida a cardiolipina) por absorbancia a 410 nm (g = 104.6 mM"
1.em™). Para determinar la concentracién de cyt ¢ unido a cardiolipina se resta la concentracién
inicial menos el cyt c libre (no unido). Este mismo procedimiento se repite con NO,-Y74 cyt cy
SO-M80 cyt c. Los cyt ¢ modificados oxidativamente se unen a la cardiolipina con una afinidad
mayor que el cyt ¢ nativo. Para el caso del cyt ¢ nitrado en la Y74 aumenta dos veces, mientras
gue el sulfoxidado aumenta en 4 veces (Figura 19).
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Figura 19. Determinacion de la constante de unién del cyt ¢ (cuadrados), NO2-Y74 cyt c (tridangulos) y
80MSO cyt c (circulos) a liposomas de cardiolipina y fosfatidil colina. Las diferentes especies de cyt ¢ se
incubaron toda la noche con 200 pM de liposomas TOCL/PC. Cada punto corresponde con un experimento
independiente. La determinacién del cyt c libre corresponde con concentracién en el sobrenadante
posterior a la ultracentrifugacion, mientras que el cyt ¢ unido se determina como la diferencia entre la
concentracion inicial menos el cyt c libre determinada.

1.6) Efecto de la cardiolipina en la nitracién de proteinas

En el trabajo de tesis de doctorado de Verénica Demicheli, se reporta un aumento de la
nitracion de cyt ¢ expuesto a peroxinitrito o una mezcla de H,O, y NO; en presencia de
cardiolipina, indicando que la interaccion entre el fosfolipido y la proteina potencia la oxidacion
de la misma. Este fendmeno fue detectado por western blot utilizando un anticuerpo anti-nitro
tirosina y mediante la cuantificacion de nitrotirosina por espectrometria de masas.

pHG 10
Cytc.

-

Cytc + ONOO™
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Cytc + ONOO™ + TOCL
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Figura 20. Electroforesis en 2D de diferentes variantes de cyt c formados por la exposicidn de peroxinitrito

en presencia o ausencia de liposomas que contienen cardiolipina (200 uM). Se sefiala el punto isoeléctrico
de las mismas.
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Durante esta tesis, se profundizo en la caracterizacidn. Se realizé un gel 2D para la mezcla de las
proteinas obtenidas al nitrar en presencia y ausencia de cardiolipina, observando un aumento
de las especies que se forman con diferentes puntos isoeléctricos en presencia de cardiolipina.
Indicando que la presencia de cardiolipina promueve no solo un aumento en las especies
nitradas, sino también en la formacion de varios patrones de tirosinas diferentes (Figura 20).

Al comparar los espectros de masas obtenidos con el MALDI-TOF de las muestras en solucion o
en presencia de cardiolipina, se observa un aumento en la nitracion de la Y67 en presencia de
cardiolipina. Por lo que, utilizando un mutante para la Y67 (Y67F), se realizaron nuevamente
western blot con el mutante tratado con peroxinitrito en presencia y ausencia de cardiolipina
observando que no hay aumento de la nitracion en comparacién con el cyt ¢ salvaje (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la nitracidon del cyt c en presencia de liposomas con cardiolipina o en presencia de

mitoplastos mitocondriales. Western blot anti-nitrotirosina. Cyt ¢ o mutante Y67 fenilalanina (Y67F)
tratado con peroxinitrito (1 mM) en presencia de liposomas con cardiolipina (TOCL/PC) o mitoplastos.
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Figura 22. Electroforesis 2D de las diferentes variantes de cyt ¢ formados por la exposicién a peroxinitrito
en presencia o ausencia de liposomas que contienen cardiolipina (200 uM). Se sefiala el punto isoeléctrico

de las mismas.

Se confirma la preferencia de la nitracién de la Y67. Para confirmar, se realizd una electroforesis
2D a la muestra con el mutante Y67F tratado con peroxinitrito en ausencia o presencia de
cardiolipina. No se observd aumento de las especies para el mutante en presencia de
cardiolipina indicando que efectivamente el aumento de la nitracién se debe a un aumento en

la Y67 (Figura 22).

33



Para determinar el efecto del cyt ¢ en condiciones mas fisiolégicas, se aislaron mitoplastos
(mitocondrias sin membrana externa y por tanto sin cyt ¢) a partir de corazon de rata mediante
centrifugaciones diferenciales’®. Se tratd al cyt ¢ con peroxinitrito (1 mM) en presencia o
ausencia de miotoplastos (2 ng de cyt c libre por cada mg de proteina de mitoplasto). Las
muestras se separaron en SDS-PAGE al 15% y posteriormente se revelaron con anticuerpo anti-
nitrotirosina (Figura 22). Se observa un aumento de la nitracion en presencia de los mitoplastos
para el cyt ¢ nativo. No se observa el mismo efecto para el cyt c Y67F, demostrando nuevamente
que la tirosina que se nitra de forma preferencial en el cyt c unido a la cardiolipina es la Y67.

A continuacion, se realizé un ensayo de unién de cyt ¢ a liposomas conteniendo cardiolipina y
posterior agregado de peroxinitrito o H,0,/NO;". Se observa un aumento de la afinidad a la
cardiolipina por parte del cyt ¢ en las condiciones nitrantes. La constante de afinidad obtenida
del cyt ¢ tratado con peroxinitrito aumenta 4.3 veces con respecto a la constante afinidad del
cyt csin tratar (Figura 23A). Con respecto al tratamiento con H,0,y NO,™ la constante de afinidad
aumento en 8.6 veces (Figura 23B). Para el caso del cyt c mutante Y67F tratado con peroxinitrito
no hubo aumento de afinidad con respecto al salvaje reafirmando que la nitracién de la Y67
podria ser crucial para la unidn del cyt c a la cardiolipina (Figura 23C).
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Figura 23. Determinacion de la afinidad del cyt ¢ a liposomas que contienen cardiolipina. A. Se incubé
diferentes concentraciones de cyt ¢ (10-100 uM) con liposomas de cardiolipina y fosfatidilcolina (TOCL/PC,
200 uM) en buffer HEPES (25 mM, pH 7.4), tratados con peroxinitrito (1 mM). El cyt c libre fue cuantificado
por espectrofotometria a 410 nm (tridngulos blancos). B. Misma condicién que A pero tratados con
H,0,/NO; (1 mM de cada uno) (cuadrados). C. Se incubé con diferentes concentraciones de Y67F a
liposomas de TOCL/PC en presencia de peroxinitrito (1 mM) o ausencia del mismo en buffer HEPES (25
mM, pH 7.4) (diamantes blancos). Cada punto corresponde con una condicién experimental Unica.

1.7) Actividad peroxidasa de los cyt ¢ modificados oxidativamente

1.7.1  Sustrato H,0;

Se determind la actividad peroxidatica de las diferentes especies de cyt ¢ modificadas
en ausencia o presencia de liposomas con H,0O, como sustrato. Las medidas de actividad se
realizaron en buffer fosfato (20 mM, pH 7.4) y se utilizd como sonda al Amplex Red. El
AmplexRed reacciona con el compuesto tipo | generando un producto fluorescente que se
puede seguir en el tiempo. El resultado de la actividad peroxiddtica para los distintos cyt ¢
utilizados se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Actividad peroxidatica del cyt ¢, SO-M80 cyt ¢, NO2Y74 cytc. A. Se determind la velocidad inicial
de oxidacidn de la sonda Amplex Red (50 uM) a pH 7.4 en presencia de H202 (25 uM) y 0.5 uM de las
diferentes especies de cyt c. El producto de oxidacion fluorescente, la resorrufina, fue monitoreado
usando una longitud de onda de emisidn de 585 nm y una longitud de onda de excitaciéon de 570 nm. B.
Promedio determinado de las velocidades iniciales para las diferentes cyt c.

El cyt c oxidado en la Met80 y Met65 (SO-M80 cyt c) tiene en solucién una actividad
peroxidatica 7 veces mayor que el cyt ¢ nativo (Figura 24). El cyt ¢ nitrado en la Y74, tiene mayor
actividad que el cyt ¢ nativo dato consistente con lo reportado anteriormente!’. Es importante
notar que tanto el NO,-Y74 cyt c como el SO-M80 cyt ¢ pierden la interaccidn entre el hierro del
hemo y el azufre de la Met80 (pérdida de la banda a 695 nm)®. La literatura establece que al
nitrar el cyt ¢ en la Y74, la sexta posicidon del ligando es ocupada por una lisina. Para la
sulfoxidacién de la metionina esa posicién es ocupada por un grupo hidroxilo, sea por un residuo
de aminoacido o por el agua. Se realizaron ensayos de actividad peroxidasa de cyt c utilizando
como sustrato el H,0, en presencia de liposomas TOCL/PC (Figura 25). Se utilizé para la
determinacioén de la actividad una relacién de cyt c: liposoma 1:20, dado que a esa relacién, la
mayor parte del cyt ¢ se encuentra unido al liposoma. Por lo tanto, lo que se estd evaluando en
este experimento es la capacidad de los diferentes cyt ¢ de reaccionar con H,0, (sustrato
oxidante) en la conformacion que adopta al unirse al liposoma. Al determinar la actividad
peroxidasa en presencia de cardiolipina se observa un aumento de 8 veces en la actividad en
comparacién con el cyt ¢ en solucidn. Los datos obtenidos del Raman resonante indican que el
cyt ¢ se encuentra en conformacion His/His, es decir, rompe la interaccién nuevamente Fe-M80
de la conformacion nativa.

De esta manera, para que el cyt ¢ gane actividad peroxidasa seria necesario romper la
interaccion Fe-M80 y que la misma sea sustituida por otros residuos tales como: His, Lys u OH",
generndo especies diferentes pero todas con mayor actividad peroxidasa, dato que va en linea
con lo reportado en la literatural’. La ruptura de la interaccién Fe-M80 permite una mayor
exposicion del hemo lo que se traduce en una mayor actividad peroxidasa.

Adicionalmente, se determiné la actividad peroxidasa para el NO,Y-74 y SO-M80-cyt ¢ con H,0,
en presencia de TOCL/PC no encontrandose diferencias (Figura 25). Sumado a los resultados
obtenidos en el Raman resonante, tanto el cyt ¢ nativo como el SO-M80 al igual que el NO,Y-74
cyt c adoptan una conformacidén del tipo His/His segin reportamos en el articulo Capdevila et
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al®*. Los diferentes citocromos unidos a la CL no desarrollan una diferencia en la actividad
peroxidatica que podria estar relacionado con el hecho de que todos terminan adoptando la
misma conformacién al estar unidos a CL.
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Figura 25. Actividad peroxidatica del cyt ¢, SO-M80, NO2-Y74 cyt c interaccionando con liposomas de
TOCL/DOPC en una relacién de 1:20 utilizando H20,. Se determind la velocidad inicial de oxidacion de la
sonda Amplex Red (50 uM) a pH 7.4 en presencia H202 (25 uM) las diferentes especies de cyt ¢ (0.5 uM).
El producto de oxidacién fluorescente, resorrufina, fue monitoreado usando una longitud de onda de
emisién de 585 nm y una longitud de onda de excitacion de 570 nm.

1.7.2) Sustrato hidroperdxidos lipidicos

Se determind la actividad peroxidatica de los diferentes cyt ¢ utilizando como sustrato
hidroperdxidos lipidicos. Para obtener los hidroperdxidos lipidicos se trabajé con liposomas de
cardiolipina y fosfatidil colina proveniente de corazén bovino. Mas del 80% de la cardiolipina del
corazén bovino es tetralinoleilcardiolipina (TLCL), es decir que posee dos insaturaciones (A%?)
por lo que en presencia de O, se oxida. Se cuantificaron los hidroperdxidos preexistentes en los
liposomas utilizando el ensayo de FOX determinando una concentracién de hidroperdxidos de
10 uM para una TLCL de 400 uM. La actividad peroxidasa para hidroperdxidos lipidicos se
determina en buffer fosfato (20 mM, pH 7.4) utilizando Amplex Red como sonda (50 uM; Figura
26).

La primera conclusién de este ensayo es que tanto el cyt ¢ como los cyt ¢ modificados
oxidativamente tienen actividad peroxidasa para los hidroperéxidos lipidicos de los liposomas.
El cyt ¢ nativo y el NO2-Y74 cyt ¢ unidos a cardiolipina tiene una actividad peroxidatica mayor
para los hidroperdxidos lipidicos que lo observado para el H,0,. En cambio, para el caso del SO-
M80 cyt c la actividad peroxidasa con respecto a los lipoperéxidos de la CL es mas de diez veces
menor que la del cyt ¢ nativo (Figura 26).
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Figura 26. Actividad peroxidasa del cyt ¢, SO-M80 cyt c y NO2 Y74 cyt ¢ con sustrato oxidante los propios
hidroperoxidos de la CL (CL-OOH). La actividad se determind con la oxidacion de la sonda Amplex Red.

Adicionalmente, se determind la actividad peroxidasa del cyt ¢ mediante el consumo de O;. El
resultado que se muestra en la Figura 27 es para liposomas de TLCL/DOPC (400 uM), cyt c (20
uM) y H,0, (100 uM) en buffer fosfato (20 mM, pH 7.4). Lo que se observa en el registro es que
solo con los lipoperdxidos de la TLCL, al agregar el cyt ¢ se observa un aumento en el consumo
de O,. Por lo que el cyt ¢ puede utilizar a los lipoperdxidos de cardiolipina como sustrato, dato
concordante con lo obtenido con el ensayo realizado utilizando Amplex Red.
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Figura 27. Consumo de Oz generado por la lipoperoxidacion dependiente de H202 y de cyt c. (A) actividad
peroxidatica del cyt ¢ nativo. (B) SO-M80 cyt c y (C) NO2-Y74 cytc.

Frente al agregado de cyt cy de NO»-Y74 cyt c baja la concentracion de O, ya que el cyt ¢ propaga
la lipoperoxidacién (Figura 27). La secuencia de reacciones estria dada por: i) la reaccion del cyt
¢ con un hidroperdéxido lipidico o con H,0, formando compuesto | like con la formacién de un
radical tirosilo; ii) el radical tirosilo abstrae un electrdn de los lipidos insaturados que reaccionan
con el 0,, mecanismo similar al descrito para la ciclooxigenasa II'72 (Figura 28). La pendiente de
consumo de O, frente al agregado de SO-M80 cyt ¢ practicamente no cambia, lo que concuerda
con la ausencia de actividad peroxidasa con éstos hidroperéxidos medido por AmplexRed

(Figura 26).
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Figura 28. Reaccién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Esquema adaptado de 2. La secuencia implica

reaccién de la COX-2 con H202, formacién del compuesto | que reacciona por un electrén con un lipido
insaturado, formacién de un radical lipidico, reacciéon con Oz y formacién de un radical hidroperéxido
lipidico y formacién de un hidropéroxido lipidico ciclico.

Para determinar la produccién de lipohidroperdxidos por el H,0,, se hace la diferencia
entre la pendiente luego de inyectado el H,0,y la pendiente previa (Figura 27). Se realizo el
control de la pendiente inducida por H,0; independiente de cyt ¢ no registrando cambios. Las
diferencias con el H,0; no son significativas, es decir, ninglin cyt ¢ unido a CL tiene mayor
actividad peroxidasa para el H,0,, pero tomando a los lipohidroperéxidos de CL como sustrato
oxidante, el cyt ¢ nativo tiene mayor actividad para lipoperoxidar que el resto de los citocromos
modificados, dato concordante con el resultado obtenido por Amplex Red (figura 26). Se
realizaron diversos controles para verificar que el aumento en el consumo de O, se deba al
proceso de lipoperoxidacién. El liposoma con lipidos sin instauraciones (no peroxidable) sin cyt
¢ frente al agregado de H,0, no cambia su pendiente. El mismo resultado se obtiene para cyt ¢
mas DOPC (liposomas sin cardiolipina) y H,0; indicando que es la cardiolipina insaturada quién
se oxida. Se realizé también el mismo experimento con liposomas DOPC:Eterilamina, que es un
lipido con carga positiva. Nuevamente las pendientes frente al agregado de H,0, no generaron
consumo de oxigeno.

El cyt ¢ en solucidn (sin liposomas) no cambia su pendiente frente al agregado de H,0,. Pero, si
el cyt c se encuentra en presencia de un liposoma con cardiolipina sin dobles insaturaciones (no
peroxidables) como TMCL o TOCL, si se observa un consumo de O,, probablemente porque al
estar el cyt c unido a CL, se exponga mas el hemo al H,0; y se oxiden otros aminoacidos que en
ausencia de cardiolipina no ocurre. De igual forma estas pendientes son menores a las obtenidas
en cualquier caso para el sustrato TLCL. El SO-M80 cyt ¢ tiene mayor tendencia a oxidarse (1.7
veces mas) que el cyt ¢ nativo y el NO»-Y74 cyt c.
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1.8) Capacidad de los cyt ¢ modificados oxidativamente de activar el apoptosoma

Para determinar la capacidad de los distintos cyt ¢ de activar a la pro-caspasa 9 in vitro,
se utilizaron extractos de citosol de células Jurkat (linfocitos T inmortalizados) que contienen las
proteinas necesarias para el ensamblaje del apoptosoma, en presencia de un sustrato
fluorescente para la caspasa 3 (DEVD-AFC).

Como ya se reportd en 1

el cyt ¢ nitrado tiene una menor capacidad de activar a la pro-caspasa
9. En este trabajo, determinamos la capacidad del SO-M80 cyt c de activar el apoptosoma. Como
se muestra en la Figura 29, la oxidacidn de la Met80 del cyt c también lleva a una pérdida en la
capacidad de activar el apoptosoma en comparacion al cyt ¢ nativo. De esta manera, pensamos
gue los cyt ¢ modificados oxidativamente pueden cumplir otro rol en el proceso de sefalizacidn
a nivel del citosol celular sin llevar a la activacién del apoptosoma y por tanto la muerte por

apoptosis.
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Figura 29. Determinacion de la actividad caspasa 3. Cyt ¢ nativo o0 SO-M80 cyt ¢ purificados (20 ug) fueron
agregados a extractos citosélicos de células Jurkat (2 mg/mL) en presencia de dATP y ATP. La actividad
caspasa-3 fue medida usando un sustrato fluorescente para caspasa 3 DEVD-AFC a Aex = 400 and Aem =
505 nm.

Finalmente, podemos concluir de estos resultados que en presencia de cardiolipina el cyt ¢ se
nitra mas que el cyt c en solucidn frente a la exposicién a peroxinitrito. El cyt ¢ nitrado tiene una
mayor afinidad por la cardiolipina que el nativo, indicando que probablemente en una situacién
celular con un aumento de oxidantes y presencia de cardiolipina, el cyt ¢ se nitre mas, se una a
la cardiolipina de forma mas fuerte y sea capaz de propagar la oxidacién de la misma en la
membrana mitocondrial (Figura 30). Por otro lado, estos cyt ¢ modificados oxidativamente son
menos eficientes en activar el apoptosoma lo que sugiere, que en el citosol celular, pueden estar
cumpliendo otras funciones tales como sefalizacion redox.
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cardiolipina por el cyt ¢ frente a un aumento de oxidantes.
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2. Objetivo especifico 2

Generacion de herramientas inmunoquimicas para el reconocimiento del cyt c de
conformacion alternativa.

Desarrollo de anticuerpos policlonales (pAb) y reconstruccion, generacion y caracterizacion del
anticuerpo monoclonal recombinante mAb R1D3.

El objetivo especifico 2 involucra la generacidn de herramientas que identifiquen al cyt ¢ de
conformacion alternativa. El cyt ¢ de conformacién alternativa se define como aquellos que han
perdido la interaccién del Fe del grupo hemo con el azufre de la Met802. En condiciones
fisiolégicas esta situacion se da cuando el cyt ¢ se encuentra nitrado en las Tyr97 y Tyr74%%3,
unido a cardiolipina®®® y como determinamos anteriormente cuando la Met80 se encuentra
sulfoxidada. Debido a que la generacidon del nuevo anticuerpo monoclonal recombinante
(mAbR1D3) se extendié mucho en el tiempo, decidimos intentar generar un anticuerpo
policlonal que reconozca conformaciones alternativas del cyt c. Los resultados de este
anticuerpo se encuentran en el Anexo | de manera de simplificar la lectura de la tesis.
Afortunadamente se logré finalmente reconstruir el mAb 1D3 perdido por lo que no se siguié
profundizando en el anticuerpo policlonal.

2.1)  Unidn del anticuerpo mAb 1D3 a cyt ¢ modificados oxidativamente

Como se menciond en la introduccién, el mAb 1D3 es un anticuerpo monoclonal
generado en el laboratorio del Dr. Jemmerson el cual reconoce cyt ¢ en células necréticas,
apoptodticas® asi como en células no-apoptdticas tratadas con peroxinitrito?®. Anteriormente,
se determindé mediante ELISAs de competencia la capacidad del mAb 1D3 de unirse a cyt ¢
modificado por la adsorcidn a la placa de ELISA. En este trabajo, profundizamos en la capacidad
del anticuerpo de reconocer diferentes conformaciones alternativas del cyt ¢, tales como
diferentes modificaciones oxidativas, cardiolipina y/o miméticos de cyt ¢ fosforilados o
acetilados.

En primer lugar se determina la concentracidn del anticuerpo a utilizar en los ELISA competitivos.
Se determina una dilucion 1:8000 (0.18 ng/uL) del anticuerpo en los ELISA competitivos ya que
permite obtener valores de absorbancia adecuados y con margen para observar la competencia
de los antigenos (Figura 31A). El ELISA competitivo confirma que el mAb 1D3 reconoce al cyt ¢
nitrado en la Tyr97 y en la Tyr74 (Figura 31B) y unido a liposomas con una mezcla en igual
proporcién de fosfatidilcolina (PC) y tetraoleil cardiolipina (Figura 32). En este ensayo en
particular, se observa cierta unién del cyt c nativo al mAb 1D3, este efecto observado en este
experimento, se puede deber a un aumento de cyt ¢ desnaturalizado presente en la muestra
utilizada que es reconocido por el anticuerpo.
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Figura 31. Caracterizacion inmunoquimica del mAb 1D3. En todos los casos la placa fue sensibilizada con
cyt ¢ (0.5 uM) y revelada con OPD registrando la absorbancia a 450 nm. A. ELISA indirecta, se incubd
diferentes concentraciones del mAb 1D3 (1:500-1:30000) en PBS-Tween de la solucidon stock de
concentracién 1.44 mg/mL. B. Elisa competitiva con diferentes cyt ¢ puros de conformacion alternativa y

mADb 1D3 fijo a 0.08 pg. Los resultados se expresan en % con respecto a la unién del anticuerpo a la placa
sensibilizada.
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Figura 32. ELISA competitiva de cyt ¢ unido a liposomas de cardiolipina (TOCL/DOPC). La placa es
sensibilizada con cyt ¢ (0.5 uM) y se compite mAb 1D3 (0.08 pg) de manera soluble con cyt ¢ con liposomas
(200 uM) o sin liposomas de DOPC y DOPC/TOCL o TOCL/DOPC sin cyt c.

Se realizé una cromatografia de exclusion molecular con el fin de confirmar la unién del mAb
1D3 a las diferentes variantes de cyt ¢ modificados oxidativamente (Figura 33). Los cyt ¢ de
conformacion alternativa y el nativo (0.07 mg) fueron incubados con el mAb 1D3 (0.8 mg) toda
la noche a 4°C en agitacion continua. Posteriormente, es cargada la muestra en una columna de
exclusiéon molecular Sephacryl S-200 column (GE healthcare, 60 cm x 16 mm) y eluidos usando
buffer fosfato de sodio (50 mM, pH 7.4) conteniendo NaCl (150 mM) a un flujo de 0.8 mL/min.
Se registrd la absorbancia a 410 nm y 280 nm durante toda la corrida. Para las diferentes
muestras la fraccion que fue colectada entre los minutos 55 y 80 (sefialados con las lineas
punteadas) se analizaron por SDS-PAGE 15% (Figura 33).

42



>
w

1D3
£ 25 mAb
c H i
o i i > Ao
§ =\ o FF
i i ) o' O
S i H O = 2 uw
- 15 H e
H — ' ) !
L ! SO-M80 + mAb 1D3 H ; S 70100
8 ! ' C — = o -+ — 50 kD2
H -
-] 10 ! [ ‘ : =
° i NO,-Y97 + mAb 1D3  LC —> w . s S8 2500
2 ! 3
5 ° | NO,-Y74 + mAb 1D3 Cytc —» 7 - 15 kDa
1
5 : ; cytc + mAb 103 - - 0100
- 0

40 60 80 100 120

Tiempo (min)

Figura 33. Unién del mAb 1D3 a conformaciones alternativas de cyt c. A. Posterior a la incubacion con el
mADb 1D3 de las diferentes especies de cyt ¢ (nativo, NO2-Y74 y SO-M80) se realizé una cromatografia de
exclusion molecular. Se registro la corrida a 410 nm y tomando la fraccion entre los minutos 50 y 80. B. La
fraccion recolectada se corrié en SDS-PAGE 15% vy se reveld con azul de Coomassie R250. Se sefiala las
diferentes proteinas identificadas en cada fraccidn. Se sefiala el peso correspondiente a la cadena liviana
(LC) y pesada (HC) del anticuerpo.

Debido a que la fosforilacidn y la acetilacion son modificaciones post-traduccionales que se
observa in vivo en diferentes tejidos'®>'213° evaluamos, en colaboracién con el laboratorio Dr.
Hutteman, la capacidad del mAb 1D3 de reconocer a estas especies utilizando para ello
diferentes fosfo- y acetil miméticos. Con tal propdsito se realizé un ELISA competitiva con fosfo-
y acetil-miméticos de cyt ¢ en diferentes posiciones. Ningln fosfo- o acetil- mimético compite
por la unién del mAb 1D3 a la placa sensibilizada, es decir no es reconocido por el anticuerpo.
En tal sentido, se realizaron espectros de absorcion de los diferentes miméticos para conocer si
estaba intacta la unién Fe-M80.

Como se observa en la Figura 34B, todos los miméticos utilizados presentan la banda a 695 nm
indicando la integridad de la unién Fe-Met80 y confirmando que el mAb 1D3 reconoce a
conformaciones alternativas que pierden esta interaccion.
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Figura 34. Unién mAb 1D3 a miméticos de cyt c fosforilados. A. ELISA competitiva fosfomiméticos. La
unién del mAb 1D3 (0.18 ng/uL) en presencia o ausencia de cyt ¢ recombinante nativo y mutantes Y48E,
T28E, Y97E, K53Q and S47E (0-20 uM). La placa fue revelada con OPD vy se registrd la absorbancia a 450
nm. Los resultados estdn expresados en % de anticuerpo unido a la placa. B. Espectros de absorcidn de
los diferentes fosfomiméticos observando el pico a 695 nm indicativo de la presencia de la interaccién Fe-
M80. Se incluye NO,Y97 como cyt ¢ que esta reportado que pierde la interaccién a 695 nm®.

Previamente fue reportado que el mAb 1D3 no reconoce ni cyt ¢ en su conformacién nativa ni
cyt cdesnaturalizado !, indicando que el epitope que reconoce el anticuerpo es conformacional
y se expone luego de adquirir la conformacién alternativa inducida por la ruptura de la
interacciéon Fe-M80. Se profundizé en la caracterizacion bioquimica del anticuerpo mAb 1D3
identificando nuevas conformaciones alternativas que pueden ser reconocidas por este
anticuerpo (nitradas, sulfoxidadas y unidas al fosfolipido de cardiolipina), no reconociendo a los
fosfo- y/o acetil-miméticos que no pierden la interaccidn hierro-azufre de la Met80.

Estos resultados muestran la importancia de este anticuerpo para el estudio del cyt ¢ en
contextos bioldgicos.
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2.2) Sintesis de novo del anticuerpo 1D3: generacién de un anticuerpo recombinante

El mAb 1D3 es una herramienta esencial en el estudio de cyt ¢, pues es el Unico
anticuerpo monoclonal que reconoce estas conformaciones alternativas ya sean modificadas
oxidativamente, unidas a cardiolipina, en conformacién alcalina, pero sin reconocer al cyt c en
conformacion nativa.

Dado que el hibridoma que contenia la clona que expresaba dicho anticuerpo se perdid, se envié
a la plataforma de Protedmica y Espectrometria de Masas de la Universidad de Vanderbilt
(EEUU) una muestra de mAb 1D3 para determinar la secuencia aminoacidica de las cadenas
livianas y pesadas del anticuerpo. Se digirid el anticuerpo con cinco proteasas (tripsina, elastasa,
guimiotripsina Asp-N y subtylysina), posteriormente los productos de digestién fueron cargados
en una columna C18 HPLC de nanoflujo y los péptidos fueron resueltos en un gradiente de
acuoso a fase organica en el curso de los 90 min. Los productos fueron directamente ionizados
en Thermo Fisher Orbitrap Velos mass spectrometer. El andlisis en el espectrémetro de masasy
secuenciamiento de novo por técnicas bioinformaticas desarrolladas por Abterra Bioscience Inc.
En la Figura 35 se sefiala los aminodacidos que corresponden con las regiones lideres (celeste),
variable (rojo) y constante (verde) de la cadena liviana y pesada del anticuerpo.

A Secuenciacadena pesada

MDFGLRLIFLVLVFKGVLCQVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSNNMHWVKQTPG
QGLEWIGGLYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSGDSAVYYCARGIRDFF
AMDYWGQGTSVTVSSASLTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTLTWNSGSL
SSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPP
CKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQT
QTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVL
PPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRV
EKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK*

Secuenciacadena liviana

MKFPSQLLLLLLFGIPGMRSDIQMTQSPASQSASLGESVTITCLASQTIGTWLAWYQQKPGK
SPQLLIYAATSLADGVPSRFSGSGSGTKFSFKISSLQAEDFVSYYCQQLYSTPLTFGAGTKLE
LKRAAAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQD
SKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC*

Figura 35. Prediccion de las cadenas polipeptidicas del mAb 1D3 (pesada y liviana). Los colores indican la
region lider (celeste), variable (rojo) y las regiones constantes (verde).* Indica el grupo carboxy terminal*.

Las secuencias fueron insertas en un plasmido de expresidn para células eucariotas (invitrogen
pCR 3.1) por el grupo de Vanderbilt. Se corrieron los plasmidos en gel de agarosa observando
una banda de 5000 pb confirmando el tamafio de los mismos (Figura 36). Posteriormente, se
realizé transformacién a bacterias DH5alfa para amplificar los pldsmidos.
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Figura 36. Plasmidos con los insertos de la cadena pesada y la cadena liviana. Agarosa 1% revelado con
Bromuro de Etidio. El marcador de peso molecular es 10787-018 Invitrogen 1 kb plus DNA ladder (2 pL).

2.2.1) Transfeccion en Células HEK293

Para expresar el anticuerpo recombinante (mAb R1D3) en sistemas de expresion
eucariota se realiza una transfeccion a células HEK293. Se realizd una prueba a baja escala para
determinar la cantidad de plasmido y de polyethyleneimine (PEl) a utilizar para la
transformacion posterior a gran escala. En una placa de 6 pocillos se cultivaron células HEK 293
hasta alcanzar la confluencia. El mismo dia se prepararon las soluciones para la transfeccion
probando diferentes relaciones de cantidad de pldsmido:PEI (1:1, 1:5, 1:10).

Luego de la transfeccién realizada como se indica en materiales y métodos, se colecta
diariamente (del dia 2 al 12) el medio de cultivo, se liofilizan y congelan a -202C hasta su
evaluacion. De manera de saber la expresion del anticuerpo recombinante se realizé un ELISA
indirecto sensibilizando con cyt ¢ (2 uM) con las muestras tomadas en cada dia (Figura 37). La
produccidn de anticuerpos en células HEK293 transfectadas (evaluadas en los sobrenadantes)
aumento hasta el dia 6 de cultivo y las células mantienen la productividad durante 10 dias (Figura
37). El anticuerpo mAb recombinante purificado (mAb R1D3) mostré un tamafio de peso
molecular esperado para las cadenas H (50 kD) y L (25 kD). Los resultados permiten verificar que
se expresa el mAb R1D3 hasta el dia 10 inclusive en nuestro sistema y que una relacién 1:5
(plasmido:PEl) es la condicién a utilizar para escalar.

Para la expresidn a gran escala se partid de 5 botellas de 175 cm? en confluencia de células
HEK293. Cada dos dias se tomd el medio de cultivo de cada botella y se centrifugd para quitar
los restos de células. Se sacaron alicuotas para para realizar el seguimiento de la expresion del
R1D3 en el tiempo. Posteriormente, se realizé un ELISA indirecta la expresidn del R1D3 hasta el
dia 10 inclusive (Figura 38A). Posteriormente se realizé la purificacion del R1D3 del medio de
cultivo mediante la utilizacidn de una columna para purificacion de IgG (HiTrapTM Protein G HP)
siguiendo los protocolos segln el manual de la misma. Con la fraccion purificada se realizé una
electroforesis para verificar la correcta expresion del anticuerpo (Figura 38B). Se observa, en
condiciones reductoras, las bandas correspondientes a la cadena pesada y liviana (50 kDa,
cadena pasada, 25 kDa, cadena liviana) con una alta pureza.
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Figura 37. Expresion del mAb R1D3 en el sobrenadante de cultivo de células HEK293 determinada por
ELISA indirecta sensibilizada con cyt c (2 uM) y revelada con OPD midiendo a 450 nm.

Globalmente, se obtuvo a partir de 200 mL de medio de cultivo (dia 10) una produccién de
aproximadamente 80-100 pug de mAb R1D3 puro.

+BME
0.5 1 2 3 4 MW
—
L o
C - 75
M 0.3+ ; -—
-8 — ¢ 4—HC
O 0.2
wn
0 -
<{ 0.4
L 25
—— - -
0.0 T T T T 1 3 S LC
0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)

Figura 38. A. ELISA indirecta sensibilizada con cyt ¢ (1 uM), posteriormente los sobrenadantes del cultivo
a diferentes dias son testeados. B. SDS-PAGE de la purificacién del R1D3 del medio celular de células
HEK293. Se sembré la purificacién del mAb R1D3 y el mAb 1D3 en ausencia y presencia de reductor (B-
mercapto-etanol). El dltimo carril corresponde al peso molecular. LC y HC corresponden con el peso de la
cadena pesada y liviana del anticuerpo respectivamente.

2.3) Caracterizacién bioquimica del mAb R1D3

Una vez purificado, se llevd adelante la caracterizacidon bioquimica del anticuerpo
tomando como referencia el anticuerpo mAb 1D3 original en los diferentes ensayos.

En la Figura 39 se muestran los resultados del ensayo de ELISA indirecto que muestra que
efectivamente el mAb R1D3 reconoce epitopes expuestos en la placa generados por la unién del
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cyt ¢ nativo a la misma. Este ensayo es necesario para determinar la dilucién correcta que sera
utilizada en los ELISA de competencia. Como se observa, el anticuerpo recombinante tiene el
mismo comportamiento que el mAb 1D3, lo que confirma su funcionalidad, especificidad y
afinidad similar al original.
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Figura 39. ELISA indirecta. Se usaron varias diluciones del anticuerpo primario 1D3 o R1D3 y se revelaron
con anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a HRP. Se revelé con OPD midiendo la absorbancia a
450 nm.

La concentracidn de anticuerpo que produce un decaimiento en un 50% de la sefial inicial a 450
nm fue calculada y corresponde con ~0.18 pg/uL para ambos anticuerpos. En las ELISAs
competitivas que se muestran a continuacion, se utilizé dicha concentracién de anticuerpo.

El sitio de union del mAb 1D3 se encuentra en la regién del loop 40-54, regidon que sufre

alteracién en la transicion alcalina del cyt ¢, y frente a la nitracion de la proteina segun se
determind por estudios de biologia estructural realizados en el grupo (Figura 40).
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Figura 40. Dinamica comparativa del comportamiento del cyt c nativo y de conformacion alternativa. A.
Radio de giro de la proteina (A) (izquierda) y el 4rea de la superficie (SASA, A2) de acceso al solvente
(derecha), fueron calculados por el equipo de dindmica molecular del laboratorio utilizando simulaciones
de MD de conformacién nativa HEMMS80 (negro) y de conformacién nativa HEMK73 (rojo). B. Fluctuacién
de la cadena carbonada destacando las regiones que presentan diferente flexibilidad. C. Andlisis de la
dindmica. Representacion de la estructura en el primer moédulo (1er EM).

Adicionalmente esta reportado que dentro del loop algiin aminoacido sufre una desprotonacion
al realizar la transicién alcalina®®, confirmando que es una regién que sufre modificacién frente
alatransicion. Por tal motivo, se realizé una ELISA competitiva utilizando dos péptidos sintéticos
para conocer si el mAb R1D3 reconoce efectivamente esta region (Figura 41).
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Figura 41. ELISA competitiva. La placa se sensibilizd con cyt ¢ (0.5 uM), se compitio la union del mAb R1D3
a la placa con diferentes concentraciones de péptidos sintético. Se utilizé un anticuerpo secundario anti-
mouse conjugado a HRP. Se revelé con OPD midiendo la absorbancia a 450 nm.

Se observa un decaimiento en la sefial en presencia de los péptidos sintéticos indicando que
efectivamente logra reconocer en la regiéon del loop 40-54, regién que fue analizada por
dinamica molecular por adoptar flexibilidad en conformacidn alternativa en comparacion con el
cyt ¢ nativo (Figura 40), que expone otros residuos al solvente.

Para reconfirmar que el mAb R1D3 reconoce con la misma afinidad el cyt ¢ de conformacién

alternativa (NO2-Y74 cyt ¢, NO,-Y97 cyt ¢ y SO-M80 cyt c) se realizaron ELISAs competitivas
(Figura 42).
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Figura 42. ELISA competitiva. La placa se sensibilizé con cyt ¢ (0.5 uM), se compitié la unién del mAb R1D3
a la placa con diferentes concentraciones de cyt ¢ modificados oxidativamente (NO2-Y74 cyt ¢, NO2-Y97
cyt ¢y SO-M80 cyt ¢) con una dilucién de 1/5000 de mAb 1D3 o R1D3. Se utilizé un anticuerpo secundario
anti-mouse conjugado a HRP. Se revel6 con OPD midiendo la absorbancia a 450 nm.

Adicionalmente, se realizaron ELISAs competitivas con los diferentes citocromos en presencia
de liposomas de fosfatidilcolina y cardiolipina (Figura 43).
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Figura 43. ELISA competitiva. Sensibilizado cyt ¢ (0.5 uM) y se usé una dilucién de 1/5000 del mAb 1D3 6
R1D3, compitiendo en solucidén con diferentes concentraciones de cyt ¢ en presencia (o ausencia) de
TOCL/DOPC (200 uM) y TOCL/DOPC sin cyt c. Se utilizé un anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a
HRP y se reveld con OPD (0.4 mg/mL) midiendo la Absorbancia a 450 nm.

Estos resultados nos permiten concluir que los cyt ¢ modificados oxidativamente (NO,-Y74, NO-
Y-97 y SO-M80) y el complejo cyt c¢/cardiolipina, son reconocidos por ambos anticuerpos con
igual afinidad (Figuras 42 y 43).

2.4) Deteccion de conformaciones alternativas del cyt ¢ en modelos celulares usando el
mAb 1D3/R1D3

En la literatura existen dos reportes donde se utiliza el mAb 1D3 previamente. Se reportod la
deteccidn de cyt ¢ no nativos en células apoptdticas y necréticas 1*° y en el segundo articulo,
frente a la exposicidn de peroxinitrito a células Hela, se observa un marcado a nivel nuclear 2°.
De manera de extender estos estudios y utilizando el nuevo anticuerpo recombinante generado
en este trabajo, llevamos adelante diferentes tratamientos usando distintos tipos celulares y
evaluamos por inmunohistoquimica la presencia y localizaciéon subcelular de conformaciones
alternativas del cyt c.

En primer lugar, se utilizé el tratamiento con peroxinitrito a células VERO. Para ello, se trataron
a las células con peroxinitrito (300 UM de peroxinitrito) y se incubaron toda la noche a 372C en
atmoésfera de CO,. Luego de laincubacidn se realiza lainmunohistoquimica utilizando anticuerpo
anti- cyt ¢ nativo y/o mAB R1D3 y 1D3.

Como se observa en la Figura 44 (paneles D y F), la exposicion al oxidante induce la translocacion
al nucleo de cyt ¢ en conformacidn alternativa que se detecta por ambos anticuerpos (1D3 y
R1D3). Latincidn con el anticuerpo anti-cyt ¢ nativo es claramente diferente, marcando de forma
clara las mitocondrias celulares tanto antes como después del tratamiento con el oxidante
(paneles Ay B). Este resultado indica que el anticuerpo contra conformaciones alternativas del
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cyt ¢ no reconoce al nativo siendo una herramienta experimental fundamental para el estudio
de estas proteoformas a nivel celular.

Como control, se compitié la uniéon del mAb R1D3 a las células tratadas con peroxinitrito con
NO-Y74 cyt c en solucion. Como se observa en el panel H, disminuye significativamente la sefial.
Finalmente, se utilizd Mitotraker Red de manera de poder visualizar las mitocondrias (panel G),
observando que el R1D3/D3 estan reconociendo cyt ¢ que migran al nicleo y no mitocondrias
cercanas al nucleo.

VERO cells +Peroxinitrito
DAPI merge

DAPI merge

mAb 1D3 a-cyt ¢

R1D3

10 uMm 10 uM

+Peroxinitrito MitoTrackerRed

lopm

Figura 44. Inmunodeteccion de cyt ¢ en conformacion alternativa utilizando mAb 1D3 y R1D3. Células
VERO (control) o tratadas con peroxinitrito 300 uM (+peroxinitrito), fueron fijadas 16 h luego de la adicion
de peroxinitrito. Se probaron con mAb 1D3, R1D3, y anti-cyt ¢ (Sigma 6H2.B4). El nucleo se tifio con DAPI
y la mitocondria fue evaluada con mitotracker red (panel G). En el panel H se realiz6 un ensayo de
competencia incubando mAb 1D3 en presencia de NO2 Y74 cyt ¢ (50 uM).

R1D3 + NO,-Y74 cyt ¢
h

Relative CTCF
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3)  Objetivo especifico 3

Generacion y localizacion subcelular de cyt ¢ de conformacidn alternativa en diferentes
condiciones de estrés oxidativo.

De manera de evaluar qué sucede a nivel celular con el cyt ¢ en diferentes contextos de estrés
oxidativo se emplearon tres modelos diferentes:

1. Tratamiento con adicién exégena de oxidantes como el peroxinitrito y H,0,
2. Generacion enddgena de oxidantes: modelo de células senescentes
3. Incorporacién de forma exdgena de cyt ¢ modificado oxidativamente

3.1) Localizacidn a nivel celular del cyt ¢ de conformacion alternativa luego de la exposicion
a peroxinitrito.

Se examinaron diferentes tipos celulares luego del tratamiento con peroxinitrito realizado de
igual manera que para las células Vero (seccion 2.3). Estos estudios nos permitiran determinar
si la translocacién al nicleo del cyt ¢ en conformacidn alternativa es una respuesta general y no
particular de una linea celular.

a) Células de aorta bovina (BAECs)

Los ensayos en BAECs muestran un aumento de cyt ¢ de conformacién alternativa en la regién
nuclear luego de 24h post tratamiento con el oxidante (300 uM) de aproximadamente 4 veces
respecto a la condicién control (Figura 45).

DAPI mAb 1D3

Figura 45. Inmunolocalizacion de de cyt c en BAECs luego del tratamiento con peroxinitrito utilizando el
anticuerpo 1D3 (rojo), y tincion nuclear con DAPI (azul). El grafico de la derecha es la cuantificacién de la
intensidad de la fluorescencia de la deteccion del mAb 1D3. ** significa diferencias significativas p < 0.05.
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Utilizando éste modelo, se intentd determinar la presencia de cyt ¢ nitrado luego del
tratamiento. Para ello se utilizo la técnica de SILAC (de sus siglas en inglés: Stable isotope labeling
by amino acids in cell culture). Esta técnica permite identificar diferencias de expresién de
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proteinas e identificar modificaciones postraduccionales que no estén presentes en la muestra
control.

Para realizar esta técnica, se partié de células BAECs cultivadas en el medio modificado SILAC
(DMEM with 13Cg Arginine and 3Cs Lysine) heavy (H) o en medio modificado SILAC light (L). A las
células crecidas con medio SILAC light se las traté con peroxinitrito 200 uM o con SIN-1y se las
dejé toda la noche a 37°C, 5 % CO,. Posteriormente, se realizd un fraccionamiento subcelular de
citosol y nucleo utilizando un kit para fraccionamiento subcelular especifico para nucleos.
Posteriormente, se cuantificd la concentracidn proteica de cada fraccidon y se realizé el mix
igualando las concentraciones de las células cultivadas en medio DMEM Heavy vy las cultivadas
en medio DMEM Light. Las distintas muestras contienen:

Tubo 1. Control citosol (H) + Adicion Reversa citosol (L)

Tubo 2. Control Nucleo (H) + Adicidn Reversa Nucleo (L)

Tubo 3. Control Citosol (H) + ONOO- citosol (L)

Tubo 4. Control Nucleo (H) + ONOO- Nucleo.

Luego del mix se agregd buffer de la muestra y se enviaron a analizar.

El analisis de SILAC protedmico logré identificar 1343 proteinas totales. El analisis solo tomé en
cuenta las proteinas menores a 45 kDa para lograr identificar al cyt c. Se identificaron tres
proteinas que incorporaron grupo nitro a tirosinas, correspondientes a proteinas de membrana
plasmatica. La nitracién se produjo en dominios expuestos en la cara externa de la membrana
(Tabla 2A). No se logré identificar al cyt ¢ nitrado, lo que podria indicar que se encuentra en
bajas concentraciones, por lo que serd importante realizar nuevamente el ensayo, pero
inmunoprecipitando cyt ¢ de manera de enriquecer la muestra o utilizando otro medio
modificado, SILAC médium. Esta ultima estrategia podria evitar contaminaciones de proteinas
provenientes del suero presente en el medio de cultivo que interfieren en la deteccién del cyt c.

Este mismo ensayo nos permitié identificar un cambio de expresidn en un total de 250 proteinas
entre el tratamiento con peroxinitrito y las células control tratadas con la adiccién reversa
(peroxinitrito descompuesto). Esas proteinas representan un 19% del total de las proteinas. En
la Tabla 2B, se resume algunas de las proteinas que varian en su abundancia.

Con respecto a la variacion de concentraciéon del cyt ¢, se identifica la presencia de la proteina
en la fraccion citosdlica y nuclear tanto para la condicién control como luego del tratamiento
con peroxinitrito. La abundancia relativa del cyt c tiende a incrementar en la fraccién nuclear en
las células tratadas con peroxinitrito. Dentro del experimento la Unica modificacién oxidativa
detectada del cyt ¢ es la oxidacién de la Met65.
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Tabla 2. A. Resumen de las proteinas que se identificaron que incorporan grupo nitrotirosina (A) y los
cambios en la expresién (B) en células BAECs tratadas con peroxinitrito 200 uM.

A Proteina  Localizacién/Funci6 Posicién de la Nitracién B Proteinz Expresion
. ; 536 90 R
Actividad ATPasa/Proteina . Hsp! Disminuye
FinvIu4 Transmembrana (dominio no
transmembrana) Ahal Disminuye
FIMT13 ;[;?ioUsl'\idﬁ areceptoreso canales o NADH deshidrogenasa | Aumenta
. ) ) - ATP sintasa Aumenta
F1MB325 Actividad ATP hidroxilasa/Proteina  246-256 (dominio no
transmembrana transmembrana) Tioredoxina Aumenta
H2A Aumenta

Se puede concluir de esta parte, que se detecta un aumento de cyt ¢ a nivel nuclear en células
BAECs tratadas con peroxinitrito por espectrometria de masas. Y que en ese contexto de estrés
oxidativo, hay un cambio en la expresidon proteica. Es interesante notar el aumento en la
expresién de la histona H2A y de la tiorredoxina luego del tratamiento.

Estos ensayos fueron realizados en el Laboratory of Clinical Biochemistry and Metabolism,
Center of Pediatrics and Adolescent Medicine, Medical Care, de la University of Freiburg en
Alemania, bajo la supervision de la colaboradora del CEINBIO Dra. Luciana Hannibal, en el marco
de dos pasantias financiadas por el TREAM. Se utilizo el core protedmico de dicha Universidad
para el desarrollo de la Técnica de SILAC.

b) Purificacion de cyt ¢ de conformacién alternativa por columna de afinidad

De manera de evaluar la formacién de cyt ¢ en conformacion alternativa a nivel celular luego del
tratamiento con oxidantes se utilizé una columna de afinidad la cual tenia unido a la matriz el
anticuerpo mAb 1D3. Se obtuvieron extractos celulares de células BAECs tratadas con
peroxinitrito y sin tratamiento (control). Los extractos celulares control y expuesto a
peroxinitrito se pasan por la columna de afinidad y se colectan las proteinas unidas y no unidas
a la columna. Con las muestras obtenidas se realiz6 WB anti-cyt ¢ (Figura 46), que da un indicio
gue hay un aumento de cyt ¢ de conformacién alternativa en las células tratadas con
peroxinitrito con respecto al control. Se observan algunas bandas de mayor peso molecular que
el cyt ¢, que puede deberse a dimeros, ya que su peso corresponde con dimeros de cyt c.

Extractototal  Unido 1D3 No unido 1D3
N A ’ A
S o & S$ &£ X © KN
§ & S & S s & Q
—
-~ < | a— [ — T ‘ anti-cyt ¢

Figura 46. Western Blot anti-cyt ¢ de extractos celulares purificados en columna de afinidad. Los
primeros dos carriles corresponde a extracto celular total de BAECs sin tratamiento (control) y tratadas
con peroxinitrito (ONOO-). Los carriles 3 y 4, corresponde a las proteinas que se unieron al anticuerpo
1D3. Los carriles 5y 6, corresponde a las proteinas que no se unieron al mAb 1D3. Carril 7, corresponde
al cyt ¢, y el carril 8, al marcado de peso molecular. Este es una réplica de un n=3 ensayos realizados.
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Es de notar que existe una gran cantidad de cyt c que no se une al mAb 1D3, lo cual es esperable
ya que la mayoria del cyt c a nivel celular no esté en conformacién alternativa.

Con las mismas muestras de BAECs (purificadas por columna de afinidad) se realizaron geles 2D
con tincidn plata para la identificacidn de posibles proteinas “partners” (Figura 47A). En la Figura
478, se indica con flechas los nuevos spots encontrados. A futuro, se analizardm cada uno de los
spots, para poder identificar los posibles partners del cyt ¢ cuando este se encuantra en
conformacidn alternativa.

B Control Peroxinitrito
6 — 10

Tincion con Plata

Whb anticyt ¢

12 kDa 12 kDa

Figura 47. |dentificacién de proteinas partners al cyt c. Células BAECs fueron tratadas con peroxinitrito
(300 uM), posteriormente el extracto total fue pasado por columna de afinidad con el mAb 1D3 unido. A.
SDS-PAGE y WB anti-cyt ¢ que corresponde a las proteinas unidas al 1D3. B. Electroforesis en 2
dimensiones de las proteinas unidas al mAb 1D3. Control: células no tratadas; +peroxinitrito: células
tratadas con peroxinitrito evaluadas 16h posterior al tratamiento.

Asimismo, se observa varios spots a la altura del peso molecular del cyt ¢, pero de menor punto
isoeléctrico que el cyt ¢, lo que identificaria presencia de cyt c oxidados (indicado por el cuadrado
rojo en la Figura 47B), ya que las modificaciones postraduccionales modifican los puntos
isoeléctrico de la proteina. De esta forma, logramos visualizar la presencia de posibles proteinas
partners que se unen al cyt ¢ de conformacidon alternativa y la presencia de spots
correspondientes a cyt ¢ modificados oxidativamente (con menor pl). Futuros experimentos
serdn disefiados para poder identificar a estas proteinas asi como también las modificaciones
oxidativas del cyt ¢ en este modelo celular.

Finalmente, se evalud la posible produccidn de oxidantes enddgenos luego del tratamiento con
peroxinitrtito. La produccién de oxidantes a nivel celular se evalud utilizando la sonda dicloro-
fluoresceina diacetato (DCF-DA), 16 h luego de la exposicidn al oxidante (Fig. 48).
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Figura 48. Deteccidon de la produccidn de especies reactivas del oxigeno con DCF-DA, para las células
BAECs (control) y tratadas con peroxinitrito (200 uM), 16 horas posteriores al tratamiento. *Diferencia
significativa, p < 0.05.

Tal como se observa en la Figura 48, las células tratadas con peroxinitrito tienen una mayor
produccion de oxidantes. Esto puede deberse a que, como se observé anteriormente para este
tipo celulart’®, el tratamiento con peroxinitrito lleve a una disfuncién mitocondrial con una
mayor generacion de oxidantes. Ese aumento, llevaria a la oxidacidn del cyt ¢ induciendo la
conformacion alternativa detectada por el mAb 1D3.

Se repitid el tratamiento con peroxinitrito en varios tipos celulares de diferentes especies. En la
Figura 49A, se observa que tanto para células Hela, B16F1, IMR90 y BAECs, el tratamiento con
peroxinitrito induce una migracidn al nucleo de cyt ¢ de conformacién alternativa identificado
con el mAb 1D3.

La Figura 49B, corresponde a células B16F1 tratadas o no (control) con peroxinitrito y posterior
lisis celular y seleccién de proteinas que se unan al mAb 1D3 en columna de afinidad. Las
fracciones eluidas se prueban por WB anti-cyt c. Se observa una banda correspondiente al peso
molecular del cyt c en la muestra de las células tratadas con peroxinitrito. Este resultado indica
gue luego de la exposicidn al oxidante, una fraccion del cyt c adquiere conformacién alternativa
gue es reconocido por el mAb 1D3. No se pudo identificar si esta conformacién corresponde a
cyt ¢ nitrado. Futuros experimentos utilizando un mayor nimero celular serdn disefados para
poder identificar por espectrometria de masas la modificacidn(es) que presenta este cyt c.
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Figura 49. Exposicidn a peroxinitrtio e identificacion de cyt c por el mAb 1D3. A. Diferentes tipos celulares
(control) o tratados con peroxinitrito (300 uM) y evaluadas con el mAb 1D3 16 hrs posterior al
tratamiento. En verde se sefiala marca con mAb 1D3. B. Western blot anti —cyt c. Las fracciones eluidas
de la columna de afinidad conteniendo el 1D3 de células control o tratadas con peroxinitrtio se separaron
en SDS-PAGE y posterior WB anti-cyt c.

En simultaneo, células B16F1 control fueron incubadas durante 48 dias previo al tratamiento
con peroxinitrito en presencia de N-acetilcisteina (NAC). EI NAC es utilizado como un precursor
para la formacién de antioxidantes en el modelo. 24 horas posteriores al tratamiento con
peroxinitrito, se evalud la formacién de oxidantes por oxidacién de la sonda DCF-DA por
citometria de flujo. Se observa un aumento en la oxidacion de la sonda en células tratadas con
peroxinitrito y una disminucion en las células previamente tratadas con NAC (Figura 50). De esta
manera, observamos que el aumento detectado en la oxidacién de la sonda se debe a una mayor
generacion de oxidantes y no por efectos artefactuales. Tomando estas dos premisas, se verifica
gue efectivamente el cyt ¢ migra al nicleo en presencia de estrés oxidativo.

200

- ! M Muestra GeoMean
© - "
8: B16F1 201
£ B16F1 + NAC 164
o g4
B16F1 + ONOO- 413
%3 B16F1 + NAC + ONOO- 231
e = T T T —
109 10! 102 10% 10%

FL1-H

Figura 50. Andlisis por citometria de flujo de la oxidacidn de la sonda DCF-DA. Células B16-F1 fueron
tratadas con peroxinitrito y 24 h después se determind la oxidacién de la sonda DCF-DA. Se observa un
aumento en la oxidacion de la sonda posterior al tratamiento con peroxinitrio (rojo). Células B16-F1
fueron tratadas con NAC durante 48 h previo al tratamiento con el oxidante y se evaluaron 24 h después
(celeste y marrdn).

58



Utilizando este mismo tratamiento con NAC observamos, posterior al tratamiento con
peroxinitrito, una disminucidon en el marcado de mAb 1D3. Estos resultados indican que la
formacion de cyt ¢ de conformacion alternativa depende de un aumento en la generacion de
oxidantes mitocondriales (Figura 51).

Comprobamos la translocacién al nucleo del cyt ¢ en conformacion alternativa frente al
agregado de peroxinitrito, como ya se habia reportado para las células HelLa?®. Asimismo, se
verificd que el tratamiento con peroxinitrito induce un aumento en las especies reactivas del
oxigeno a nivel mitocondrial, por lo que se sugiere que la translocacion al nucleo a nivel celular
se deba a un contexto oxidante que genere cyt ¢ modificado oxidativamente de conformacién
alternativa. A modo de confirmacidn, se traté previamente a las células con NAC verificando una
disminucion en la formacion y translocacidn de cyt ¢ de conformacidn alternativa.

2.0 Célula

DAPI mAb 1D3 Merge

1.54 ‘
1.04
k 0.5 T
0.0-
B16F1 B16F1
+ONOO +ONOO
+ NAC

Figura 51. Disminucion en la formacion de cyt ¢ de conformacidn alternativa por NAC. Células B16F1
pretratadas (o no) con NAC (500 uM) y posterior tratamiento con peroxinitrito. Se cuantificé la intensidad
relativa de fluorescencia del mAb 1D3 en el nicleo y en la célula total.
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3.2) Localizacién a nivel celular del cyt ¢ de conformacidn alternativa luego del tratamiento
con H,0;

Otro oxidante que se forma en condiciones celulares y que en varios contextos cumple funciones
de sefializador redox, es el H,0,. Con el fin evaluar si el efecto del peroxinitrtio se reproduce con
H,0,, se tested en primera instancia la cinética del consumo de H,0, por los cultivos celulares
(Figura 52). Las células B16-F1 se expusieron a H,0, (2-4 mM) en medio DMEM (conteniendo:
4% glucosa sin suero bovino fetal). Como control de consumo de H,0,, se adiciond la misma
solucién en ausencia de células. A diferentes tiempos de la incubacién, se tomaron muestras y
se cuantifico el H,0; utilizando Amplex Red y HRP (Figura 52).
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Figura 52. Determinacion del consumo de Hz0z. Se cultivaron células B16-F1 en presencia de H202 (2-4
mM) y se midio a los diferentes tiempos en el sobrenadante de cultivo la concentracion de H,0; utilizando
AmplexRed. El control corresponde a H202 en el medio de cultivo en ausencia de células.

Se observa que mas del 50 % del H,0, se consume luego de media hora de incubacién y mas de
un 90% a las 2 h (Figura 52). Posteriormente, se realizd mediante inmunofluorescencia con mAb
1D3, la deteccion del cyt ¢ a nivel nuclear a diferentes tiempos de incubacién con H,0; (Figura
53).

Control H,0,-1h H,0,-2h

--

H,0,-4h H,0,-6h

-

Figura 53. Deteccion de cyt c a nivel nuclear a diferentes tiempos de incubacién con H202. Células B16-
F1 se incubaron con H20; (4 mM) en DMEM sin suero y se probaron con el mAb 1D3 a diferentes tiempos.
Inmunofluorescencia marcadas con mAb 1D3 (verde).

Se ve un marcado progresivo de cyt ¢ de conformacién alternativa a medida que avanza el
tiempo de incubacién con el H,0,. A las 2 h de tratamiento se observa un marcado intenso,
mientras que a las 4 h practicamente todas las células se encuentran con marca para el mAb
1D3 en la zona perinuclear.

Se eligié un tiempo de tratamiento por dos horas para los siguientes experimentos. Se analizé,
en células Vero, la capacidad del R1D3 de detectar cyt c alternativo luego del tratamiento con
H,0, (2 h, 4 mM) y se compard con el mAb 1D3. Se observa que el R1D3 detecta de igual manera
gue el anticuerpo original al cyt ¢ en este modelo (Figura 54).
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Los resultados con H,0; expanden los obtenidos previamente con peroxinitrito y muestran que
ambos oxidantes llevan a la formacién de cyt c alternativo y su translocacion a nivel nuclear. Los
mecanismos por los cuales ambos oxidantes desencadenan el efecto pueden ser diferentes. El
peroxinitrito (16 h) generando una disfuncién mitocondrial con aumento en la generacion de
oxidantes mientras que para el H,O, el mecanismo podria ser por accidn directa del oxidante
sobre el cyt c (2 h).

VERO cells +H,0,
DAPI merge

-
.
Figura 54. Deteccion de cyt ¢ de conformacidn alternativa luego del tratamiento con H20.. Células Vero

fueron tratadas con H202 (4 mM, 2 h) en DMEM sin suero. Las células fueron analizadas por microscopia
confocal con el mAb 1D3 o R1D3 (verde) y DAPI para marcar el nucleo (azul).

DAPI merge

mAb 1D3

R1D3

Posteriormente, se evalud la viabilidad celular luego del tratamiento con estos oxidantes.
Primero, se realizaron controles de viabilidad celular (integridad de membrana plasmatica) con
6-carboxyfluoresceina diacetato (6CF-DA) para las células tratadas con H,0, (4 mM, 4 h) y
peroxinitrito (300 uM toda la noche). La 6CF-DA ingresa a las células en donde las esterasas
enddgenas clivan el di-acetato dando como producto fluorescente la fluoresceina. Se observa
que tanto las células B16F1 tratadas con peroxinitrito, asi como tratadas con H,0, se encuentran
viables y con forma similar a las células control, indicando que la formacién de cyt ¢ de
conformacion alternativa se da en células viables (Figura 55).
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Control +H,0, 4 mM + ONOO- 300 pM

6-Carboxyfluorescein
diacetate

Figura 55. Viabilidad celular de células B16F1 tratadas con H202 (4 mM, 4 h) y peroxinitrito (300 uM, 16
h). Los paneles superiores corresponden con el campo claro mientras que los paneles inferiores, son las
células incubadas 10 minutos con 6-carboxifluoresceina-diacetato.

3.3) Evaluacién del dafio al ADN en las células tratadas con peroxinitrito y H,O;

De forma de conocer como se encuentra el ADN frente al tratamiento con peroxinitrito
0 H,0,, se evalud la presencia de la histona H2 fosforilada (H2Ax- 05-636, Merck Millipore, MA).
La fosforilacion de la histona H2A es una sefial de que el ADN nuclear se encuentra dafiado
(Figura 56).

De esta manera, se observa que el tratamiento con ambos oxidantes genera dafio al ADN que
induce la fosforilacidn de la histona H2A.

Control +H,0, +Peroxinitrito

y-H2AX

Figura 56. Identificacidon de dafio al ADN marcando con anticuerpo anti-H2Ax fosforilada. B16F1 tratadas
con H202 (4 mM, 2h), o células tratadas con peroxinitrito (300 uM, 16 h). Las células fueron analizadas por
microscopia confocal con anti-pH2Ax (rojo).

3.4) Estado apoptdtico de las células tratadas con peroxinitrito y/o H,0»
Para evaluar si en nuestro modelo celular de tratamiento con oxidantes, las células se
encuentran en estado apoptético, se analizé la exposicion de fosfatidil-serina como indicador

temprano del inicio del programa de muerte. Se cuantificé la fluoresencia de la Annexina V por
citometria de flujo luego del tratamiento con H,0, (4 mM) por 2, 4 6 6 h o posterior al
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tratamiento con peroxinitrito con 300 uM, 16 h. Observando un aumento de la exposicion de
fosfatidilserina detectada por un aumeno de flourescencia por la anexina V.

80+ 80-
+H,0, +Peroxinitrito
60- 60
7] 2hrs wn
‘E 4 hrs E
= 401 S 40
0 0
&) o
20- 20-
0+ 0
100 101 102 103 104 10° 101 102 103 104
Anexina V Anexina V

Figura 57. Presencia de fosfatidil-serina en la cara externa de la membrana plasmatica evaluada con
Annexina-Alexa-488 por citometria de flujo. Las células fueron tratadas con H.0; 6 peroxinitrito y se
analizd la exposicion luego de 2-4 h para el H202y 16 h para el peroxinitrito.

3.5) Evaluacién de la presencia de cyt c en células B16-F1 senescentes

Finalmente, utilizamos un modelo preestablecido de senescencia celular inducida por
terapia mediante el tratamiento de células de melanoma (B16F1) con temozolomida (TMZ),
droga utilizada en el tratamiento del melanoma. Dicho tratamiento induce senescencia
celular®. En el modelo se observa una respuesta persistente al dafio al ADN ya pre
establecida'’®. Después del tratamiento con TMZ, se observd un aumento en el cyt ¢ en los
nucleos celulares con respecto a las células control por inmunoquimica (Figura 58, paneles A-C)
y se cuantificé por citometria de flujo usando mAb 1D3/R1D3 (Figura 58, paneles D-E). Como se
observa, el tratamiento con TZM induce la translocacion al ntcleo del cyt ¢ en conformacién
alternativa detectado por ambos anticuerpos.

Se evalud si en este modelo de senescencia se encontraba aumentada la formacién de oxidantes
endégenos mediante la oxidacién de la DCF-DA por citometria de flujo. Se observa, que las
células tratadas presentan un aumento (dos veces) en la oxidacion de la sonda (Figura 58F).
Estos resultados concuerdan con los observados con peroxinitrito, en donde la generacién
endégena de oxidantes puede desencadenar la oxidacién del cyt ¢ y su translocacidon al nucleo
celular.
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Figura 58. Deteccion de una conformacion alternativa de cyt c en un modelo de célula senescente. Ay
B. Inmunoquimica con mAb 1D3. Células B16-F1 (control, tratadas con DMSO) (A) o tratadas con TMZ (B)
fueron sondeadas con el mAb 1D3 después del anticuerpo conjugado con anti-mouse-FITC (verde) y
analizadas por microscopia confocal. La escala de las barras horizontales indica 10 um. C. La fluorescencia
celular total corregida (CTCF) se muestra como cambio de pliegues en los niveles de fluorescencia en
comparacion con el control. Las diferencias mostradas con un asterisco (*) fueron estadisticamente
significativas, con p < 0,05. D. Andlisis de citometria de flujo del mAb 1D3 unido a células de control
(histograma negro) o senescentes (histograma gris). E. Analisis por citometria de flujo del R1D3 unido a
células de control (histograma negro) o senescentes (histograma gris). F. Analisis por citometria de flujo
de las especies reactivas generadas en las células de control (B16-F1, histograma negro) o senescentes
(histograma gris) detectadas por el aumento de DCF.

A modo de verificar si efectivamente esta translocacion al nucleo del cyt ¢ se debe a la presencia
de oxidantes, cultivamos las células en presencia de NAC (500 uM). En el mismo momento que
se las traté con TMZ se le aplicd N-acetilcisteina. A estas células se las evalué por
inmunolocalizacidon para verificar si efectivamente se evita la translocacién al nucleo del cyt ¢
(Figura 59). Si bien el tratamiento con NAC no inhibe por completo la translocacién del cyt c a
nivel nuclear la disminuye de forma significativa.
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DAPI mAb 1D3 Merge

Figura 59. Deteccién de una conformacién alternativa de cyt c en un modelo de célula senescente en
presencia de NAC. Inmunoquimica con mAb 1D3. Células B16-F1 previamente tratadas con NAC (500 uM)
tratadas con TMZ fueron sondeadas con el mAb 1D3 después del anticuerpo conjugado con anti-mouse-
FITC (verde) y analizadas por microscopia confocal.

B16F1 + TMZ

B16F1 + TMZ + NAC

3.6) Carga pinocitica e inmunolocalizacion de cyt ¢ alternativos en células

Finalmente, de manera de comprobar que el cyt ¢ modificado oxidativamente en
conformacion alternativa migra al nucleo celular, incorporamos a células B16F1, SO-M80 cyt ¢
purificado y cyt ¢ nativo realizando la técnica de pinocitosis (Figura 60). La concentracion de cyt
¢ (20 uM) utilizada para la pinocitosis fue la misma que la utilizada para demostrar laimportancia
del cyt ¢ en la apoptosis en un trabajo publicado en el 20007°. En tal sentido, las células que
incorporaron cyt ¢ nativo inducen la muerte por apoptosis ya que se observa una disminucion
en el nimero de células con respecto a la condicidn control (sin carga de proteina) (Figura 60 A
y B). Por otro lado, no hubo cambio en el nimero de células cargadas con SO-M80 cyt ¢
mostrando una clara localizacidn nuclear (Figura 60 A y B). Es importante destacar que SO-M80
cyt ¢ no es eficaz para activar a la caspasa-3 en comparacion con cyt ¢ nativo (Figura 60 C) como
demuestran los ensayos in vitro que realizamos utilizando extracto de células Jurkat (que
contienen el componente del complejo del apoptosoma, Apaf-procaspasa 9) y demas sustratos
(caspasa 3). La activacion del apoptosoma y posterior activacidn de la caspasa 3, se puede seguir
por fluorescencia. Esta deficiencia en la activacion del apoptosoma también se observo
previamente para NO,-Y74 y NO,-Y97%%° y M80A cyt ¢?®, mutante que pierde la interaccion de la
Met80-Fe del hemo 7%, En general, este resultado muestra la capacidad de conformaciones
alternativas del cyt ¢ para translocarse al nucleo sin activar la via de muerte apoptética,
indicando que el cyt ¢ de conformacién alternativa efectivamente puede estar cumpliendo un
rol a nivel del ntcleo celular no relacionado con la activacién de caspasas.
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Figura 60. La carga pinocitica de células B16-F1 con SO-M80 cyt ¢ no activa a la caspasa 3. A. Las células
se cargaron o no (control) con: cyt ¢ nativo o SO-M80 (20 uM) mediante pinocitosis con incubacion de una
noche. Tras la carga, las células se fijaron y se probaron con mAb 1D3 (verde), anti-cyt ¢ (6H2.B4, rojo) y
tincién nuclear (DAPI, azul) y se analizaron mediante microscopia confocal. La escala de las barras
horizontales indica 25 um. B. La viabilidad celular se midié mediante el ensayo de tripan blue. No se
observaron diferencias en la poblacién celular entre el control y las células cargadas pinociticamente con
SO-M80 cyt c. *indica una diferencia estadistica con p < 0,05. C. Se afiadio cyt ¢ nativo o SO-M80 cyt ¢ (20
Ug) a extractos citosdlicos de células Jurkat (2 mg/mL) en presencia de dATP y ATP. La actividad de la
caspasa-3 se midio utilizando el sustrato fluorogénico DEVD-AFC a (Lex = 400 y Aem = 505 nm).
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IV. Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo, generamos métodos para la generacién y purificacién de cyt ¢
modificados oxidativamente de forma postraduccional. En particular, desarrollamos un método
para la sintesis y purificacion de cyt c¢ sulfoxidado en sus metioninas y realizamos su
caracterizaciéon por espectrometria de masas. Caracterizamos su actividad peroxidasa,
observando que aumenta en comparacion con el cyt ¢ nativo y pierde la capacidad de activar al
apoptosoma de igual forma que el cyt ¢ nitrado.

Hemos avanzado en el concepto de que a nivel celular y bajo la accidn de interacciones fisico-
quimicas con fosfolipidos anidnicos y/o modificaciones oxidativas postraduccionales, una
fraccion de cyt ¢, dispara cambios conformacionales. Estas conformaciones alternativas del cyt
c difieren significativamente del punto de vista estructural de la conformacion nativa, pierden la
interaccion Met80-Fe del grupo hemo y eventualmente participan en nuevas funciones. En
particular, las conformaciones alternativas pueden ganar reactividad con peréxidos vy
eventualmente transformarse en un sensor o mediador redox intracelular. Observamos que la
proteina pierde la capacidad de activar el apoptosoma en dicha conformacion, lo que le otorga
la ventaja de ser un mensajero a nivel celular sin la activacion de la apoptosis (Figura 61).

Propagacion de la
lipoperoxidacién

Activacién del
apoptosoma

. Modificaciones oxidativas
“-.,. Ppostraduccionales

“& ) Conformacion

alternativa
‘// I T~
Sensor redox
Translocacion
nuclear
1720, — H:0
Actividad
peroxidasa

Transporte de electrones en la cadena
respiratoria

Figura 61. Modificada de 2. Se resumen diferentes actividades y funciones que cumple el cyt ¢ en
conformacion nativa (proteina roja) o en conformacion alternativa (proteina amarilla).

Observamos que el complejo cyt ¢ cardiolipina expuesto a peroxinitrito se nitra mds que el cyt ¢
en solucidn, indicando que en un contexto de aumento en la concentracidon de oxidantes se
podrian formar especies nitradas. Estas nuevas especies aumentan su afinidad por la
cardiolipina lo que aumentaria la concentracién de cyt ¢ en la membrana. El cyt ¢ unido a
cardiolipina tiene actividad peroxidasa para los hidroperdxidos de cardiolipina, indicando que
no solo podria oxidar a la cardiolipina utilizando H,0,, sino que ademas, seria capaz de catalizar
y propagar la oxidacién lipidica a nivel de la membrana mitocondrial (Figura 62).

67



Matriz mitocondrial

Espacio intermembrana

Citosol \Il
b
"ﬁ? e Cardiolipina Efectos extra-mitocondria
Cardiolipina
peroxidada

Figura 62. Hipdtesis sobre el efecto de un aumento de peroxinitrito a nivel mitocondrial y el efecto sobre
el cyt c en presencia de cardiolipina. Esta figura adaptada fue utilizada en 7 (ver Anexo I1).

El conjunto de resultados y conclusiones presentados hasta el momento fueron documentados
en trabajos derivados de esta tesis en la literatura cientifica internacional (Anexo Il).

En una segunda parte, realizamos la caracterizacién bioquimica del mAb 1D3, confirmando su
union al cyt ¢ con modificacién oxidativa postraduccional, ampliando las proteoformas
descriptas anteriormente para el anticuerpo. Dada la importancia en el reconocimiento de
conformaciones alternativas, se reconstruyé el anticuerpo de forma recombinante. Se
secuenciaron las cadenas livianas y pesadas para finalmente producir de forma soluble el
anticuerpo recombinante R1D3 en células eucariotas. El anticuerpo mAb 1D3/R1D3 reconoce
un epitope conformacional de la proteina que se pierde al desnaturalizarla y debido a ello solo
fue utilizado en solucién en diferentes ELISAs y en estudios inmunoquimicos utilizando
procedimientos de fijacién cuidadosamente controlados'®®'’8, En este trabajo, mostramos que
el anticuerpo también puede ser utilizado en ensayos de inmunoprecipitacién como se observo
por la uniéon del mAb 1D3 a conformaciones alternativas del cyt ¢ en solucién y posterior
separacion por cromatografia de exclusion molecular, asi como también mediante el
reconocimiento del cyt ¢ en extractos celulares utilizando cromatografia de inmunoafinidad. De
esta manera, estudios futuros nos permitiran la identificacién de conformaciones alternativas
del cyt ¢ a nivel celular mediante inmunopurificacién y posterior andlisis por espectroscopia de
masas.

Otras modificaciones no-oxidativas postraduccionales como la fosforilacién de diferentes
residuos de Ser, Thr y Tyr y la acetilacion de Lys, han sido detectadas en diferentes
tejidos10>117.179 Esta falta de reconocimiento de los fosfo- y acetil-miméticos de cyt ¢ (utilizados
en este estudio) por el mAb 1D3/R1D3 es importante caracterizar, ya que estas PTMs reversibles
representan las modificaciones mas frecuentes de cyt ¢ en células y tejidos!®. Existen otros
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fosfo-miméticos que se utilizan en la literatura alternativos a las mutaciones que utilizamos en

esta tesis, en el futuro cercano seran evaluados para corroborar la falta de reconocimiento8%181,

Los resultados obtenidos de la dindmica molecular del cyt ¢ de conformacién alternativa,
sugieren que los cambios en la posicién de la sexta coordinacién en la cavidad axial tienen
repercusiones en la dindmica de la proteina que pueden rastrearse mas alla de esta regién, lo
gue resulta en una exposicion significativa de los loops 22-29, 40-57 y 70-80. Tomando todos los
datos, pensamos que estas variaciones, junto con la ganancia de flexibilidad en otros loops,
pueden representar la base molecular del reconocimiento de mAb 1D3/R1D3 de
conformaciones alternativas de cyt c. De manera de confirmar la region de unidn del anticuerpo
a las conformaciones alternativas, realizaremos en colaboracién con el Dr. Buschiazzo (Unidad
de Cristalografia de Proteinas, Instituto Pasteur), la cristalizacion del complejo SO-
M80/mAb1D3.

En esta tesis evaluamos el efecto en el cyt ¢ frente a un aumento de oxidantes a nivel celular.
Utilizamos tres modelos celulares diferentes en este trabajo: la adicién exdgena de oxidantes,
generacion enddgena de oxidantes y la incorporacién de cyt c previamente modificado
oxidativamente.

En el primer modelo, frente al tratamiento con peroxinitrito y peréxido de hidrégeno,
observamos dafio en el ADN y sefial de apoptosis celular. Sin embargo, detectamos la
translocacion al nucleo del cyt ¢ de conformacion alternativa en etapas mas tempranas lo que
indicaria un posible rol como sefializador redox en este nuevo compartimento mediante su
actividad peroxidasa. Esta translocacién al nucleo celular luego del tratamiento con oxidantes
se observa en las diferentes lineas celulares utilizadas sugiriendo que la respuesta no depende
en principio del tipo celular.

Las células B16-F1 de melanoma senescente por tratamiento con quimioterapia, producen de
manera enddgena oxidantes. En este modelo, observamos también una translocacién de cyt ¢
al nucleo celular.

Con el fin de mostrar de forma inequivoca la localizacidon de conformaciones alternativas de cyt
c en los nucleos celulares, realizamos pinocitosis de cyt ¢ nativo y/o SO-M80 en células B16-F1,
de la misma forma a la realizada previamente!”®. En las células cargadas con cyt ¢ nativo, se
observa una disminucién del nimero de células debida a la induccidn de la muerte por apoptosis
por la presencia de cyt ¢ nativo a nivel del citoplasma celular como se reporta previamente 7>,
Sin embargo, para las células cargadas con SO-M80, se observa una fuerte localizacidn nuclear
del cyt ¢ SO-M80 sin disminucidn del nimero de células. Esto estd indicando que al igual que lo
observado para el mutante M80A?® o para las proteoformas nitradas!’® el SO-M80 no es eficiente
en activar el apoptosoma lo que le permite ser un perfecto mensajero entre la mitocondria y el
nucleo celular.

El papel bioldgico de las conformaciones alternativas de cyt ¢ presentes en los nucleos celulares
es todavia dificil de establecer, pero puede implicar la regulacion de la expresidn génicay el pre-
acondicionamiento de las células para hacer frente a un mayor estrés oxidativo, como se sugirié
previamente?®. De hecho, en las células tratadas con oxidantes, observamos cambios en la
expresion celular (observado por SILAC), estamos trabajando en la realizacion de un
transcriptoma para obtener una mirada general en cuanto a la magnitud del cambio de la
expresion génica. Actualmente, estamos en proceso de realizar ensayos de Chip-DNA-sequence
de forma de averiguar si el cyt ¢ se une al ADN nuclear y si lo realiza, identificar de manera
especifica la o las secuencias de ADN blanco. También es interesante considerar que la actividad
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peroxidasa de los cyt ¢ de conformacidn alternativa en los nucleos podria catalizar la oxidacién
de los nucleétidos y promover el dafio del ADN, incluidas las roturas de la cadena de ADN82, La
activacion de la respuesta al dafio del ADN, se evidencia en las células B16-F1 junto con la
translocacion del cyt ¢ a los nucleos, lo que sugiere que estas conformaciones alternativas
podrian desempefiar un papel en la sefializacién retrégrada mitocondrial, comunicando el
estado mitocondrial a los nucleos y conduciendo a cambios en la expresidon génica.

La reconstruccion del mAb R1D3 permitird seguir dilucidando en profundidad la existencia y rol
biolégico de conformaciones alternativas de cyt ¢ a nivel celular y tisular, integrando el
conocimiento de ladindmicay la plasticidad de las proteinas, con laidentificacidn de estructuras
y funciones no candnicas del cyt c in vivo.
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V. ANEXO |

Generacién de un anticuerpo policlonal que reconozca conformaciones alternativas del cyt ¢

El inmunégeno utilizado fue previamente descrito por Jemmerson®® y consiste en fijar la
conformacién alcalina del cit ¢ de forma covalente a la ovoalbiumina (OVA) utilizando
glutaradehido.

Formacion y caracterizacién del inmundgeno a utilizar

El inmundgeno a utilizar para la generacién de los anticuerpos policlonales corresponde con el
cyt ¢ de conformacion alcalina unido a OVA a pH fisioldgico.

Utilizando como base el protocolo utilizado por el Dr. Jemmerson, se probaron diferentes
condiciones para fijar la conformacién alcalina testeando distintas concentraciones de

glutaraldehido y tiempos de incubacidn. La Figura Al corresponde con el SDS-PAGE de los
productos de las diferentes reacciones testeadas.
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Figura Al. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12%. Diferentes condiciones se probaron para
poner a punto la formacién del inmundgeno. Se reveld con azul de Coomassie (derecha), en la izquierda
se reveld con anticuerpo anti-cyt c.

Las muestras sembradas (12 ug), corresponden a distintas concentraciones de glutaraldehido
(0.2%, 0.1%, 0.05%), obtenidas luego de 10 min de reaccion con la OVA. Se observa, que para
una concentracion de 0.2 % de glutaradehido, se forman agregados de proteina de peso
moleculares mayores, que no ingresan al gel. Se indica con la flecha el aducto de cyt c-OVA. Se
verificd que ese era el aducto mediante un western blot anti-cyt ¢ (Figura A1, panel izquierdo).
Asimismo, se tomdé como procedimiento a seguir para los posteriores experimentos, una
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concentracién de glutaraldehido al 0.1 % durante 10 minutos, puesto que se observd que con
concentraciones mayores de glutaradehido las muestras precipitaban, asi como también con
tiempos mayores de incubacién. Para conocer la composicidn del aducto cyt-OVA, se realizé un
gel de agarosa nativo (Figura A2) porque de esta forma se pueden separar proteinas de diferente
carga a pH 8.3. El cyt ¢ se encuentra con carga positiva a dicho pH (tiene un pl cercano a 10). En
cambio, la ovalbumina esta cargada negativamente.

El gel de agarosa revela que el cyt ¢ tratado con glutaraldehido y ovalbimina, forma un aducto,
que queda cargado negativamente, y que la relacion peso/carga del aducto con respecto a la
ovalbumina es mayor, puesto que migra menos.

cyt-OVA cyt-OVA cyt cyt OVA OVA
pH7 pH 10 pH7 pH10 pPH7 pH10 _
Origen -‘! ! -
¥
+

Figura A2. Electroforesis nativa de muestras de cyt ¢ y/o OVA. Las muestras fueron tratadas con
glutaradehido en presencia o ausencia de OVA, la reaccion se realizd a diferentes pHs (7 6 10). Se
sembraron en un gel de agarosa 0.5 % revelado con azul de Coomassie. Se indica con una flecha donde se
sembrd las muestras. El catodo sefialado como (-) y el anodo (+).

El espectro de absorcion del cyt c-OVA se muestra en la Figura A3. Como se observa, el espectro
obtenido del cyt c a pH 7.4 muestra la banda a 695 nm la que se pierde a pH mayores de 9
(conformacion alcalina).
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Figura A3. Espectros de absorcién para el cyt ca pH 7.4y pH 10, y cyt-OVA unido a pH 7.4 y cyt c-OVA
unido a pH 10, a pH 7.4.

Se realizé un control en donde en vez de fijar al cyt ¢ en conformacién alcalina (pH 9.8), se fijé a
la OVA a pH 7.4 (cyt c-OVA pH 7.4). Los espectros obtenidos muestran que el cyt c-OVA a pH 10
(conformacion alcalina) pierde la banda a 695 nm, pero ese proceso también ocurre con el cyt ¢
unida a OVA a pH 7.4. Estos resultados indican que el proceso de unién con glutaraldehido del
cyt c a OVA induce la ruptura del enlace de coordinacidn del cyt ¢ Fe-M80.

A continuacidén, se caracterizé la actividad peroxidasa del cyt c-OVA ya que si encuentra en
conformacién alcalina, se esperaria una exposicién mayor del hemo y por tanto una mayor
accesibilidad del H,0, con aumento en la actividad peroxidasa. Se determind la actividad
peroxidasa a pH 7.4 del cyt c y de las variantes del inmundgeno obtenidas a diferentes pHs (cyt-
OVA pH 7.4, cyt-OVA pH 10). El ensayo se realizé utilizando la sonda flourescente Amplex Red
en presencia de H,0, (25 uM). El aducto cyt-OVA pH 9.8 aumenta la actividad peroxidasa en tres
veces en comparacion al cyt ¢ nativo. Otro dato interesante, es que el tratamiento per se del cyt
ca pH 9.8 con glutaradehido sin OVA (cyt c-glut pH 9.8), induce un cambio en el cyt c que genera
un aumento en la actividad peroxidasa. Como controles adicionales, se verificd que ni la OVA ni
el glutaradehido generan un aumento en la actividad peroxidasa.

Esta reportado que el cyt ¢ tiene un sitio de unién a fosfato inorganico (Pi). Si el Pi se une en
dicha regidn, se inhibe la actividad peroxidasa. De esta manera, se puede conocer si la union del
cytcala OVAinvolucra esessitio de la proteina. La region reportada de sitio de unidn al Pi, incluye
alalys86y87,laThr89yla Arg91. Tanto las lisinas como la arginina tienen grupos aminos libres
que pueden reaccionar con los aldehidos del glutaraldehido y formar enlace covalente. De esta
manera, si se caracteriza la actividad peroxidasa de las distintas variables de los cyt c a diferente
concentracién de Pi, se puede determinar si efectivamente el glutaradehido se une en dicha
region. Para todos los cyt ¢ tratados con glutaradehido se observa una dependencia con el
aumento en la concentracién de Pi (Figura A4). Sin embrago, la actividad peroxidasa del cyt ¢
unido a OVA a pH 10 no se inhibe, lo que podria indicar que la unién del glutaradehido con el
cyt cy la OVA, a este pH, incluiria la unién a través de las Lys y/o la Arg del sitio de unidn a Pi.

73



120

100
-¢- cyt-glut pH 10

& cyt-OVA pH 7
S0 =+ cyt-glut pH 7

¥ cyt-OVA pH 10

& cytc

Actividad peroxidasa (%)

60 T T
0 50 100

[Pi] (mM)

Figura A4. Efecto de la concentracidn del Pi en cyt ¢ unidos a OVA. Se determind la actividad peroxidasa
de cyt ¢ a diferente concentracion de Pi a pH 7.4. La actividad peroxidasa se determina siguiendo la
oxidacion del AmplexRed (50 uM) en presencia de cyt ¢ (1 uM), H20; (12 uM) y de Pi (5-100 mM). Se
muestran los resultados como % de actividad peroxidasa con respecto a la actividad obtenida a una
concentracion inicial de 5 mM Pi.

Para verificar que la conformacién del cyt-OVA obtenido a pH 10 se encuentra en conformacién
alcalina y sirva para el desarrollo de anticuerpos policlonales se realizé una ELISA competitiva.
Se compite la unién del mAb 1D3 con el agregado de diferentes concentraciones de cyt ¢
modificados (NO; Y74 cytcy NO, Y97 cytc) y nativo (Figura A5).

cytc
cyt-OVA pH 7

cyt-glut pH 7

Absorbancia

cyt-OVA pH 10

* cyt-glut pH 10

0.001 0.01 0.1 1 10

[Antigeno] (uM)

Figura A5. Union del inmundgeno al mAb 1D3. Elisa competitiva, en todos los casos la placa fue
sensibilizada con cyt ¢ (0.5 uM), mAb 1D3 (1:8000 de una solucion 1.44 mg/mL) y revelada con OPD
registrando la absorbancia a 450 nm. Los competidores corresponden con cyt ¢ nativo, tratado con
glutaradehido unido a OVA a pH 7 6 pH 9.8 6 en ausencia de OVA.
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El resultado obtenido en el ELISA competitivo, como ya estaba reportado, el 1D3 no se une a cyt
¢ nativo, pero si se observa que se une tanto para el aducto formado cyt c-OVA pH 9.8, asi como
también para pH 7. Adicionalmente en congruencia con los anteriores experimentos, se observa
que el mero tratamiento con glutaraldehido genera una nueva conformacion en el cyt ¢ que es
reconocida por el anticuerpo (Figura A5).

En conclusién, se obtuvo y caracterizd el inmundgeno a utilizar para la generacidon de
anticuerpos policlonales que reconozcan conformaciones alternativas del cyt ¢ (como la
conformacion alcalina). Se establecié una concentracién de glutaradehido al 0.1%, durante 10
minutos. Se verificd la presencia de aductos tanto dimeros de cyt ¢, asi como cyt c unido a OVA.
El cyt-OVA pH 9.8, pierde la banda a 695 nm, aumenta su actividad peroxidasa en mas de 3
veces, y es reconocido por el mAb 1D3. Todas estas caracteristicas del inmundgeno nos permiten
confirmar que se pudo fijar la conformacién alcalina a pH fisiolégico.

Obtencidn de un anticuerpo poli-clonal anti conformacién alternativa del cyt ¢

Utilizando el inmundégeno anteriormente descrito, se siguio el protocolo como se detalla
en materiales y métodos. Durante la inmunizacion, se fue siguiendo el titulo de los anticuerpos
policlonales en el suero mediante ELISA indirecta. Las placas fueron sensibilizadas con cyt ¢ (10
UM) y se cuantificd el titulo de anticuerpos en el suero a los diferentes tiempos. Con este dato
se decidid realizar hasta una tercera inmunizacion de manera de poder tener un mayor nimero
de anticuerpos anti cyt c. A los 15 dias luego de la tercera inmunizacién, se obtuvo el suero del
conejo y se empezaron los primeros pasos para la purificacion y obtencion de los anticuerpos
policlonales anti-cyt ¢ de conformacidn alcalina. Los anticuerpos generados reconocen tanto cyt
¢ de conformacidn nativa como cyt ¢ de conformacion alternativa, por lo que se debid purificar
losultimos de la muestra. Como estrategia para la purificacién de estos anticuerpos que
reconocen cyt ¢ modificado, se utilizé una columna conteniendo un péptido correspondiente a
la region del loop que contiene a la prolina 44, puesto que dicha regién suele exponerse de
manera inmunogénica en los cyt ¢ de conformacidn alternativa como se sefiala en la Figura A62.
Se realizaron analisis computacionales de la estructura mostrando que las conformaciones
alternativas (aquellas que rompen la interaccién Fe-M80) tienen mayor flexibilidad en el loop
gue contiene a la prolina 44, asi como en el loop 22-29, lo que permite que los anticuerpos que
reconozcan estas conformaciones se unan en esta regién (Figura 40).

Posteriormente, se realizd una segunda seleccion con una columna unida a cyt ¢ nativo. Se
colectaron los anticuerpos que eluyen de la columna (no reconocen cyt ¢ nativo). En el esquema
(Figura A6, panel A) se visualiza la estrategia experimental para obtener los anticuerpos
policlonales de anti-cyt ¢ de conformacion alternativa no nativa.
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Figura A6. A. Procedimiento para la seleccion de los anticuerpos policlonales (pAb FT3) que no se unen a
cyt ¢ de conformacién alternativa (péptido inmunogénico), pero no al cyt ¢ de conformacién nativa. B.
Imagen tomada de la referencia?. Estructura del cyt ¢ de caballo (PDB: 1HRC). Con los diferentes colores
se sefiala los loops del cyt ¢ y en violeta se indica la zona inmunoldgica donde reconoce el mAb 1D3 al cyt
¢ de conformacion alternativa.

Para caracterizar los anticuerpos purificados, se realizaron ELISAS competitivas, contra cyt ¢
nativo y modificado oxidativamente (Figura A7). Simultdneamente se realizd control con el
anticuerpo mAb 1D3, que previamente se caracterizo.
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Figura A7. Caracterizacion inmunoquimica de pAb anti cyt ¢ de conformacién alternativa. En todos los
casos la placa fue sensibilizada con cyt ¢ (0.5 uM) y revelada con OPD registrando la absorbancia a 450
nm. A. Elisa competitiva con diferentes cyt ¢ puros de conformacion alternativa (cyt ¢, SOM80-cyt c y
NO.Y74 -cyt c) con una concentracion de mAb 1D3 0.08 pg. Los resultados se expresan en % con respecto
a la unién del anticuerpo a la placa sensibilizada. B. ELISA competitiva de cyt ¢ unido a liposomas de
cardiolipina (TOCL/DOPC). La placa es sensibilizada con cyt ¢ (0.5 uM) y se compite mAb 1D3 (~0.3 pg/uL
ug) de manera soluble con cyt ¢ (10 uM) con liposomas (200 uM) o sin liposomas (cyt c).

Como se observa en los ELISA competitivos, el anticuerpo policlonal purificado (pAb FT3) no se
une a cyt ¢ nativo, pero si a cyt ¢ nitrado o sulfoxidado (Figura A7, panel A). Se realizé otro ELISA
competitiva, pero usando como competidor cyt c unido a liposomas de TOCL:PC, en una relacion
cyt ¢/TOCL:PC, 1 a 20. Se observa que al igual que con el mAb 1D3, el pAb FT3 se une al cyt ¢
que esta unido a cardiolipina (Figura A7, panel B).

Finalmente, se realizé un dot blot de los diferentes cyt ¢ modificados y se probaron con el pAb
FT3 (Figura A8). Como se observa, el pAb FT3 reconoce a los cyt ¢ modificados, pero con menor
intensidad al cyt ¢ nativo. Para este anticuerpo, hay reconocimiento de cyt ¢ desnaturalizado
(dot 5).
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Figura A8. Inmunodeteccion con pAb FT3 mediante Dot Blot. Se sembraron 1 ug de diferentes proteinas
(1. cyt ¢, 2. NO274Y cyt ¢, 3. NO297Y cyt ¢, 4. cyt ¢ nitrados, 5. cyt ¢ desnaturalizado, 6. alfa-sinucleina). El
primario correspondié con una dilucién 1/1000 de pAb FT3.

En conclusidon de esta seccidon, se pudo obtener un anticuerpo policlonal de conejo que no
reconoce cyt ¢ nativo, y que es capaz de reconocer a otros cyt ¢ de conformacion alternativa,
tanto a cyt ¢ de conformacion alcalina (cyt-OVA pH10), unido a CL, asi como también cyt ¢
modificados oxidativamente.

VI. ANEXO I

Resultados en publicaciones en revistas internacionales

El conjunto de resultados obtenidos en el trabajo de la tesis han sido revisados y
documentados en los siguientes articulos de revistas internacionales.

De novo sequencing and construction of a unique antibody for the recognition of alternative
conformations of cytochrome c in cells.

Florencia Tomasina, Jennyfer Martinez, Ari Zeida, Maria Laura Chiribao, Verdnica Demicheli,
Agustin Correa, Celia Quijano, Laura Castro, Robert H. Carnahan, Paige Vinson, Matt Goff, Tracy
Cooper, Hayes W. McDonald, Natalie Castellana, Luciana Hannibal, Paul T. Morse, Junmei Wan,
Maik Hittemann, Ronald Jemmerson, Lucia Piacenza and Rafael Radi.

PNAS. 2022; 119 (47) e2213432119

https://doi.org/10.1073/pnas.2213432119

Cardiolipin interactions with cytochrome c increase tyrosine nitration yields and site-
specificity.

Verdnica Demicheli, Florencia Tomasina F, Santiago Sastre, Ari Zeida, Verdnica Tértora, Ana
Lima, Carlos Batthyany, Rafael Radi. *Demicheli y Tomasina son co-autoras

Arch Biochem Biophys. 2021; 703:108824.

doi: 10.1016/j.abb.2021.108824.

Active Site Structure and Peroxidase Activity of OxidativelyModified Cytochrome c Species in
Complexes with Cardiolipin.
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Daiana A. Capdevila, Santiago Oviedo Rouco, Florencia Tomasina, Verdnica Tortora, Verdnica
Demicheli, Rafael Radi and Daniel H. Murgida

Biochemistry. 2015. 54, 51, 7491-7504.

https://doi.org/10.1021/acs.biochem.5b00922

Specific methionine oxidation of cytochrome c in complexes with zwitterionic lipids by
hydrogen peroxide: potential implications for apoptosis.

Daiana A. Capdevila, Waldemar A. Marmisolle, Florencia Tomasina, Verdnica Demicheli,
Magdalena Portela, Rafael Radi and Daniel H. Murgida

Chemical Science. 2015 Jan 1; 6(1): 705-713.

doi: 10.1039/c4sc02181a

Revisiones relacionadas de la tesis

Alternative Conformations of Cytochrome c: Structure, Function, and Detection.

Luciana Hannibal, Florencia Tomasina, Daiana Capdevila, Verénica Demicheli, Verdnica
Tértora, Damian Alvarez-Paggi, Ronald Jemmerson, Daniel H. Murgida, Rafael Radi.

Biochemistry. 2016 Jan 26;55(3):407-28.

doi: 10.1021/acs.biochem.5b01385.

Multifunctional Cytochrome c: Learning New Tricks from an Old Dog.

Alvarez-Paggi D, Hannibal L, Castro MA, Oviedo-Rouco S, Demicheli V, Tértora V, Tomasina F,
Radi R, Murgida DH.

Chem Rev. 2017; 117(21):13382-13460.

doi: 10.1021/acs.chemrev.7b00257.

Otras publicaciones relacionadas de la tesis

El aporte en estas publicaciones correspondié con la sintesis y purificacion de especies nitradas
puras, y el posterior andlisis y discusidn de los resultados.

Decreased proteasomal cleavage at nitrotyrosine sites in proteins and peptides.

Ott C, Tomasina F, Campolo N, Bartesaghi S, Mastrogiovanni M, Leyva A, Batthyany C, Meinl W,
Grune T, Radi R.

*QOtto, Tomasina y Campolo son co-autores
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Redox Biol. 2021 Oct; 46:102106.

doi: 10.1016/j.redox.2021.102106.

Electron transfer and conformational transitions of cytochrome ¢ are modulated by the same
dynamical features.

Oviedo-Rouco S, Perez-Bertoldi JM, Spedalieri C, Castro MA, Tomasina F, Tortora V, Radi R,
Murgida DH.

Arch Biochem Biophys. 2020;680:108243.

doi: 10.1016/j.abb.2019.108243.

The alkaline transition of cytochrome c revisited: Effects of electrostatic interactions and
tyrosine nitration on the reaction dynamics.

Oviedo-Rouco S, Castro MA, Alvarez-Paggi D, Spedalieri C, Tortora V, Tomasina F, Radi R,
Murgida DH.

Arch Biochem Biophys. 2019; 665:96-106.

doi: 10.1016/j.abb.2019.02.016.
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VIl. Materiales y Métodos

Obtencion de conformaciones alternativas del cyt c:
Crosslinkin cyt c ovalbumina.

Para la obtencion de conformaciones alternativas del cyt ¢ se llevd a cabo la unidn de
ovoalbimina a cyt ca pH 10, con la intencién de fijar la conformacién alcalina del cyt c y ser este
el inmundgeno para la obtencidn de un nuevo anticuerpo policlonal. Para la unién del cyt ¢ con
la ovalbumina y fijacidn de la conformacién alcalina se incubaron en buffer bicarbonato (0.5 M,
pH9), 4 mg de cyt c con 4 mg de ovalbumina (OVA) conteniendo 0.1% de glutaradehido. Se deja
reaccionar a temperatura ambiente durante 10 min y luego se desala por columna PD-10 para
quitar el exceso de glutaradehido y dejar la muestra en buffer fosfato (65 mM, pH 7.4).

De las muestras obtenidas se realizaron geles de SDS-PAGE al 12 % de entrecruzamiento. Se
sembraron 10 ug de proteina por carril en buffer desnaturalizante (SDS, UREA), en buffer de la
muestra desnaturalizante. Se realizaron geles de agarosa nativos al 0.5 %, en este caso se uso
un buffer de la muestra no desnaturalizante.

Evaluacion de la actividad peroxiddtica del cyt ¢

La actividad peroxidatica se monitoreé empleando el reactivo Amplex UltraRed (invitrogen). El
producto de oxidacién fluorescente, resorfurina fue monitoreado a Aex = 585 nm con Aem = 570
nm (ver esquema 1). Cyt ¢ (1 uM) en buffer fosfato (10 mM pH 7.4) mas 50 uM Amplex Red y 25
UM de H,0, fueron agregados al ensayo. La fluorescencia de la resorfurina formada fue
registrada usando un lector de placas fluorescente (Varioskan Flash multimode Reader
(Thermo).

Amplex Red Resorufin
Peroxidase HO, e O e e

Esquema 1. Oxidacién de la sonda AmplexRed por parte de una peroxidasa oxidada por perdxido de
hidrégeno a su producto Resurfina.

Generacion de los Anticuerpos policlonales.

La produccién de los policlonales se realizé en el bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad de la Republica bajo protocolo aprobado por la Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA) con nuamero de aprobacién 071140-000771-11. Se inmunizé a
un conejo en cuatro oportunidades con el inmundgeo cyt-OVA pH 10 en todas las oportunidades
acompafadas de adyuvante de Freund completo. Se evalué el titulo de anticuerpos anti-cyt ¢
del conejo previo a su desangre, verificando asi la generacién de anticuerpos. Se evalué
mediante ELISA indirecto. Se sembrdé en la placa cyt ¢ (10 uM) y se lo dejdé adsorber toda la
noche a 4°C. Al otro dia se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 (0.05% v/v) y luego se
incuban diferentes concentraciones de suero extraido del conejo inmunizado, se deja reaccionar
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por 1 hora a 37°C, luego se lavd nuevamente la placa por tres oportunidades con PBS-Tween
0.05%. Se incuba nuevamente con anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado a Hrp.
Se dejé incubando por una hora a 37°C, luego se lavé el anticuerpo no unido; y se incubd con
una solucién de H,0, y o-Phenylenediamine (OPD), se corta la reaccién con Acido sulftrico y se
midié absorbancia a 492 nm.

Se desangrd posterior a 15 dias de la tltima inmunizacién, y se obtuvo 42 mL de suero. Se realizé
una precipitacion con sulfato de amonio al 50 %, se deja por 6 horas a temperatura ambiente
agitando con magneto. Se centrifuga por 10.000 x g por 30 min, a temperatura ambiente. El
pellet tiene contiene los Ac. Se guarda el sobrenadante (sobrenadante 1). Se resuspende el
precipitado con PBS (50 mL). Para quitar el sulfato de amonio, se realiza una didlisis contra PBS
(se realizaron 8 lavados con PBS durante 24 horas, a 4°C). Posteriormente, se concentra
utilizando centricones (filtro con cut off de 10.000 Da). Para quitar la albumina del
sobrenadante, se realiza una extraccién en batch con DE-52 (anidnico en batch). Para preparar
la matriz se quita la lactosa del DE-52 y se preparara la matriz. 500 g DE-52 en 1.5 mL 0.1 N HCl.
Después que decanta, si el pH es menor a 2, se repone con nuevo 0.1 N HCI. Si el pH estd mayor
a 2, se cambia por 0.1 M Tris-HCl pH 8 (2 6 3 veces). Luego se lava con agua y luego 3 con 10 mM
Tris-HCI pH 8.0. Antes de usar se centrifuga a 1000 x g, 1 min, se saca el buffer y se coloca por
cada 2,5 g de resina seca, 500 pL de suero. Se deja por una hora a 4 2C agitando lentamente. Se
centrifuga la mezcla a 1000 x g 1 min, 4 2C. Se guarda el sobrenadante que contiene los Ac
purificados. Para la purificacion de los Ac se activa la matriz CN-Br con la secuencia del cyt c 40°-
TGQAPGFTYTDANKNK- 54" (péptido sintético) para esto se lava con NaHCO5 0.1 M, NaCl 0.5 M,
pH 8.3- 8.5. (5 mL por gramo de resina, 10 mL en mi caso). Antes se prepara el péptido en
NaHCO; 0.1 M, 0.5 M NaCl pH 8.3- 8.5, V=5 mL, m= 14 mg. Se deja la resina con el péptido
agitando toda la noche a 4°C. Se realiza lavado con Tris 10 mM, pH 7.5, posterior lavados con
Gly pH 2.5, lavados con Tris pH 8.8, lavados con etanolamina pH 11.5, y nuevamente Tris pH 7.5.
Se realiza una unidén en batch del suero con la matriz que contiene el péptido sintético toda la
noche a 4°C. Nuevamente se lava la columna con buffer Tris 7.5. Se realiza una elucién acida con
Gly pH 2.5, y un elucidn bdsica con etanolamina pH 11.5. Ambas eluciones se guardan
(corresponden con la fraccion FT2). La fraccién FT2, es nuevamente pasada por una columna
CN-Br activada, unida a cyt c nativo, se realiza igual procedimiento, con la pequefia modificacidn,
gue los anticuerpos que se conservan son aquellos que no se unen al cyt c nativo (fraccion FT3).

ELISA competitiva.

Para el caso de ELISA competitivo, se adsorbe a la placa de ELISA cyt c (1 mM), y se lo dejoé toda
la noche a 4°C. Luego de tres lavados con PBS-Tween 0.05% se incubd con los diferentes
anticuerpos a ser testeados (mAb 1D3, R1D3 6 FT3) y diversos cyt ¢ modificados solubles (10
uM) de manera simultanea, se los dejé por 1 h a 37°C. Los cyt ¢ modificados solubles compiten
por la uniédn del mAb o pAb al cyt c unido a la placa. Se lavé nuevamente la placa por tres
oportunidades con PBS-Tween 0.05%. Luego se incubd con anticuerpo secundario conjugado a
Hrp, anticuerpo anti ratdn para el caso de los monoclonales o de conejo o para el caso del
policlonal, se deja incubando por 1 h a 37°C, luego se lava el anticuerpo no unido, y se incuba
con una solucién de H,0, y o-Phenylenediamine (OPD), se corta la reaccion con acido sulfurico
y se mide a 492 nm.

Dots blots.

Se utiliza membrana de nitrocelulosa y en él se siembran las diversas proteinas 1 uM, las
muestras se secan sobre la membrana, se bloquea con 0.5 % de PBS leche (1 hora a temperatura
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ambiente), se lava con PBS-Tween 0,1%, y se incuba el anticuerpo mAb o pAb en PBS dilucién
1/5000, se lo deja a 4°C toda la noche, se lava nuevamente, para posterior incubacion con
anticuerpo secundario conjugado a flouréforos que emiten en el infrarrojo (IRE 680 Y 800
LICOR). Se revela con detector Oddysey.

Sulfoxidacion de la Met80 del cyt c y Nitracion de cyt c.

La nitracién de cyt c se realizd por reaccion con peroxinitrito, con modificaciones menores como
se describe®. Se afiadid peroxinitrito a cyt ¢ (67 mM) en fosfato de potasio (200 mM, pH 7),
NaHCO3 (25 mM) y DTPA (100 uM) a 25 °C como flujo continuo (0.13 mM min-1) usando un
motor- jeringa accionada (SAGE Instruments, Boston, MA), bajo agitacién vigorosa. La reaccion
se detuvo pasando la mezcla a través de una columna de desalinizaciéon (HiTrap, 5 mL,
Amersham Biosciences) equilibrada con fosfato de potasio (10 mM, pH 7.4). Para la purificacion
de las especies mononitradas, la mezcla de reaccidn se pasé a través de una columna preparativa
de intercambio catidnico sulfopropil-TSK (21.5 mm x 15.0 cm; Tosoh Biosep) a un caudal de 3
mL/min. La columna se equilibré con buffer de acetato de amonio (5 mM, pH 9.0), se mantuvo
durante 5 minutos en este buffer y luego se eluyd usando un gradiente lineal de acetato de
amonio como sigue: 5 mM- 150 mM de 5 a 30 minutos; 150-400 mM de 30 a 75 min y 500 mM
de 76 a 90 min. El cyt c sulfoxidado (SO-M80) se obtuvo por reaccion con cloramina-T, como se
describid anteriormente con modificaciones menores °¢. Volimenes iguales de cyt ¢ (1 mM) se
mezclaron con cloramina-T (5 mM) y el pH se ajusto a 8.4. Después de 3 h a temperatura
ambiente, la reaccién se detuvo pasando la mezcla a través de una columna de desalinizacion
(HiTrap, 5 ml, Amersham Biosciences) equilibrada con fosfato de potasio (10 mM, pH 7,4). Para
la purificacién de cyt ¢ sulfoxidada (SO-M80) se utilizaron los mismos métodos de purificacién
gue para la mezcla nitrada. Después de la purificacidn del cyt ¢ modificado oxidativamente, las
especies se usaron en ELISA competitivo para evaluar la unién del anticuerpo.

Preparacion de Liposomas.

Para la formacion de liposomas unilamelares, se coloca la cantidad apropiada de lipidos
suspendidos en cloroformo en tubo de vidrio, para la posterior evaporacion con por N,.
Posteriormente, los liposomas se hidratan en buffer fosfato 20 mM y se sdnica durante 30 seg
en 5 oportunidades.

Mitoplastos.

Primariamente se aislé6 mitocondrias a partir de corazén de rata como se describe en
mediante centrifugaciones diferenciales. Posteriormente se obtuvo mitoplastos siguiendo el
protocolo utilizado en 7°. El pellet de mitocondrias obtenido es resuspendido en Tris-HCl 10 mM
pH 7.4 con KCl 10 mM por 10 min a 37°C, posteriormente se centrifuga a 10000 x g por 30 min
a 4°C. El pellet es resuspendido en Tris-HCl (2 mM, pH 7.4) con 150 mM KCl de manera de extraer
el cyt c unido a la membrana. El procedimiento se repite en dos oportunidades para quitar el
exceso total del cyt c.

Deteccion de hidroperodxidos lipidicos por FOX.

El reactivo de FOX se prepara en metanol 90% con 25 mM H;SO4 con 100 uM de xylenol orange
con 250 uM de sal de Fe?* (sulfato de amonio ferroso) mas 4 mM de BHT. Para cuantificar por
FOX, a las muestras se les realiza una extraccién organica: 100 uL de muestra, mas 100 pL de
metanol, 200 plL de cloroformo mas 40 puL de NaCl 5 M. Se mezcla por dos minutos. La fase de
abajo corresponde con la del cloroformo, donde se ubica el lipido. Se evapora y se resuspenden
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en metanol 100 pL. A la solucidn se le agrega 900 pL de reactivo de FOX y se incuba por 30 min.
Se mide la absorbancia a 560 nm vy se utiliza el € = 76000 Mcm™.

Determinacion de lipoperoxidacion.

Las medidas de lipoperoxidacion fueron determinadas midiendo el consumo de oxigeno en un
electrodo del tipo Clark en una camara refrigerada de 2.2 mL (Oxygraph 2k, Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria). Liposomas de TLCL/DOPC (200 uM) fueron pre-incubadas a
37°C en buffer fosfato pH 7.4 mas DTPA 100 uM en la ausencia o presencia de 20 UM cyt c o
NO-Y74 o SO-cyt. Después de 15 min se agrega peroxido de hidrégeno (100 uM) a la suspension
del liposoma con el cyt c. Determinacién de lipoperoxidacién por produccién de malén-
dialdehido. Para la reaccion del acido tiobarbiturico se utilizara una solucion de TCA/TBA/HCI
(15 % w/v de tricloroacético, 0.375 % w/v de acido tiobarbittrico en 0.25 N HCI). Para la reaccidn,
a 500 pL de muestra se le agrega 1 mL de la solucidn y se los mezcla enérgicamente. Se los
calienta a ebullicién durante 30 min, esperar que se enfrie y centrifugar durante 10 min a 2,200
x g por 10 min. Medir a 532 nm el sobrenadante obtenido. Se realiza una curva de calibracidn
con MDA en un rango entre 0.5-9.0 uM.

Actividad caspasa de los cyt c modificados oxidativamente

Ensayo de actividad de caspasa 3. La actividad de la caspasa 3 se evalud luego de la escision del
sustrato fluorogénico DEVD-AFC usando un volumen final de 200 uL de extracto libre de células
(2-4 mg/mL) que contenia ATP (2 mM), dATP (2 mM), AcDEVD-AFC (0.2 mM) y diferentes
concentraciones de nativo y SO-M80 cyt c. La fluorescencia del producto de escisidon (AFC) se
controlé a Aem = 505 nm y Aex = 400 nm y la fluorescencia se registré utilizando un lector
multimodo Flash Varioskan (Thermo). En la condicién de control se omitié el extracto celular.

Cultivos celulares y reactivos

Todos los reactivos y soluciones fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, a menos que se indique lo
contrario. Las células de melanoma de raton B16-F1 (ATCC® #CRL-6323™), B16-F10 (ATCC®
#CRL-6475™), las células humanas de rifién (HEK-293T (ATCC® #CRL-3216™), células del
endotelio bovino (BAECs), las células de Hela y células humanas de rifidn se cultivaron en medio
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Gibco) suplementado con 4.5 g/I de glucosa, suero fetal
bovino (SFB, Gibco) 10%, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pug/ml. Todos los cultivos se
llevaron a cabo a 37 2C, en atmdsfera hiumeda con 5% de CO,.

Viabilidad celular y produccion de oxidantes.

Después del tratamiento con oxidante (peroxinitrito 6 H,0,), las células B16-F1 se tripsinizaron,
se recogieron en medio de cultivo y se tifleron con anexina-V-Alexa Fluor 488 (Invitrogen) para
la determinacion de la externalizacion de fosfatidilserina por citometria de flujo (FACS-Calibur,
Becton Dickinson ) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La integridad de la membrana
plasmatica se evalud incubando las células en placa con diacetato de 6-clorofluoresceina (6-CF-
DA, 25 uM, 30 min a 37°C en la oscuridad). Las esterasas de células viables permitieron la
desesterificacion de la sonda produciendo una fluorescencia verde que se analizé mediante
microscopia confocal. La produccién de oxidante se evalué en células tratadas con TMZ después
de la oxidacién de diclorofluoresceina-DA (H,DCF-DA, Molecular Probes). Brevemente, las
células se incubaron en PBS durante 30 min a 372C con H,DCF-DA (30 uM) en la oscuridad.
Después de la incubacion, las células se lavaron e inmediatamente se analizaron por citometria
de flujo (Facs-Calibur).
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Tratamiento con temozolomida

Se sembraron 2 x 10* células/cm? de B16-F1, en placas adherentes (Thermo Scientific, Nunc) y
luego de 24 h se realizaron dos tratamientos con TMZ 200 uM por 5 h cada uno, separados por
un intervalo de 24 h. El vehiculo utilizado para preparar la solucidon stock de TMZ fue
dimetilsulféxido (DMSO) y la condicidn control consistid en la exposicidon de las células a este
solvente. Los experimentos se realizaron a los 4 dias luego del segundo tratamiento con TMZ.

Extraccion de proteinas, electroforesis y western blot

Se lisaron las células en solucidn de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Triton X-100
0.1%) con los siguientes inhibidores de proteasas y fosfatasas: EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
pirofosfato de sodio 25 mM, B-glicerofosfato 1 mM, Na,VO4 1 mM, fluoruro de sodio (NaF) 1
mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, inhibidor de proteasas Sigma FAST e
inhibidores de fosfatasas (Calbiochem). Las muestras se sonicaron, se centrifugaron a 10000 g
durante 10 minutos a 4 2Cy se guardaron a -80 2C. La concentracidn de proteinas se determind
con la técnica del acido bicinconinico (Pierce, Thermo Scientific).

Para resolver las proteinas se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) en condiciones reductoras y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (LI-COR
Bioscience) durante toda la noche a 4 2C. Luego se bloquearon las membranas durante 1 h a
temperatura ambiente en buffer Tris salino (TBS: Tris-HClI 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM) con
Tween 0.1% y leche descremada 5%. La incubacion con los anticuerpos primarios se realizd
durante toda la noche a 4 oC; para revelar se utilizaron los anticuerpos secundarios: IRDye® 800
anti-lgG (H+L) de conejo (#926-32211, 1:20000) y IRDye® 680 anti-lgG (H+L) de ratdn (#926-
68070, 1:20000) de LI-COR Bioscience. Se realizaron tres lavados con TBS, Tween 0.1%, entre
cada paso. Se utilizd el equipo Odyssey (LI-COR Biosciences) para detectar las bandas en las
membranas y las imagenes se analizaron con el software Image Studio Lite (LI-COR Bioscience).

Para obtener extracto celular para posterior purificacién con la columna de afinidad Br-CN 1D3:
se levantan las células con tripsina, posteriormente se inactiva la tripsina con medio con suero,
luego se centrifuga las células y se le agrega PBS. Se realizan ciclos de congelado y descongelado
y posteriormente se pasada la muestra con jeringa de 1 mL, para finalizar centrifugando la
muestra y solo se guarda el sobrenadante. Con este procedimiento se evita desnaturalizar con
detergentes las proteinas.

Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en camaras con fondo de vidrio (Lab-tek) o en cubreobjetos y se fijaron
con paraformaldehido 4% durante 10 min a temperatura ambiente. La permeabilizacién se
realizé en buffer fosfato salino (PBS: Na;HPO; 10 mM, KH,PO4 1.8 mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7
mM, pH 7.4) con Tritén 0.1% durante 10 minutos a temperatura ambiente; y luego se bloqued
con PBS, Tritén 0.1% y albumina sérica bovina (BSA) 3% durante 1 h a temperatura ambiente.
Se realizaron las incubaciones con anticuerpos primarios durante toda la noche a 42C (Anexo
Tabla 2) y al dia siguiente se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios (1:1000): Alexa Fluor® 488 anti-lgG (H+L) de conejo (#A11034) y Alexa Fluor® 594
anti-lgG (H+L) de ratén (#A11005) (Thermo Fisher Scientific). Se utilizé 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) 1 ug/ml para tefiir los nucleos. Entre cada paso se
realizaron tres lavados con PBS. Las proteinas marcadas se visualizaron con un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse TE200 o con un microscopio confocal de fluorescencia Leica, SP5.
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En todos los casos se analizaron al menos tres cdmaras/cubreobjetos diferentes por condicidn,
contando mas de 100 células en 5 campos diferentes por condicion.

Para evaluar la co-localizacion de DRP1 con SDHA se calculd el coeficiente de correlacidn de
Pearson con el plugin Colocalization Studio del software libre Icy. Este coeficiente es
independiente de la intensidad de la sefial porque sustrae la media de la intensidad del valor de
intensidad cada pixel.

Procedimiento para transformar bacterias DH5alfa con los plasmidos que expresan HC y LC:

Se deja creciendo 3 mL de bacterias alfaDH5 en medio LB toda la noche. Tomar solo 12 ulL del
medio crecido en un eppendorf a 4°C. Agregar 1-5 pL de plasmido (10 % del volumen total).
Incubar en hielo por 15 min. Realizar un Heat shock a 42°C por 30 s. Incubar en hielo por 1 min.
Agregar 250 ulL de medio SOC (Tryptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L). Agitar
a37°Cpor 1 h. Centrifugar y resuspender en 100 uL. Plaquear en LB agar (ampicilina), dejar toda
la noche a 37°C. Al otro dia, crecer en medio liquido en LB 4 mL y al dia siguiente congelar crio
viales con 85% de Glicerol. Para obtener el plasmido se realiza una Midiprep KIT k210004
Purelink Plasmid Midi Prep 25.

Expresion R1D3 en células eucariotas HEK293.
Puesta a punto de relacidn de PEl y pldsmido para la transformacién:
Relacién 1:1

2 ug de PEl en 150 plL de OPTI-MEM final + 4 pug del plasmido cadena liviana + 2 ug cadena pesada
en 150 puL de OPTI-MEM final.

Relacién 1:5

10 pg de PEl en 150 plL de OPTI-MEM final (140 uL) + 4 pg del plasmido cadena liviana +2 g
cadena pesada en 150 uL de OPTI-MEM final.

Relacién 1:10

2 ug de PEl en 150 pL de OPTI-MEM final + 4 ug del plasmido cadena liviana + 2 pg cadena
pesada en 150 plL de OPTI-MEM final.

Para la expresidn a gran escala se partié de 5 botellas de 175 cm? en confluencia de células
HEK293, colocando una relacién de plasmido:PEI 1:5. Lo que implica 36 pg de LCy 36 pg de HC
en OPTIMEM 2.7 mL por botella y 5 veces la concentracién de PEl. Posteriormente a la
purificacién del R1D3 del medio de cultivo mediante la utilizacién de una columna para
purificacion de 1gG (HiTrapTM Protein G HP).

Deteccion por espectrometria de masas SO-M8O0 cyt c y nitrados.

Los diferentes productos obtenidos en el cromatograma posterior a la oxidacién con cloramina
T, se caracterizaron por espectrometria de masas empleando un espectrometro de masas 4800
MALDI TOF/TOF (Applied Biosystems) en modo reflector de iones positivos. Los espectros de
masas se calibraron externamente usando una mezcla de estandares de péptidos (Applied
Biosystems). Se registraron los espectros MS/MS para confirmar el sitio de oxidacion en los
péptidos analizados. Los espectros de masas se analizaron usando DATA explorer y el software
GPMAWA4,
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Para el anadlisis por MRM de las especies purificadas del cyt c nitradas. Para la cuantificacién
relativa y el andlisis de las diferentes especies nitradas. Se cuantificaron los 4 residuos de
tirosinas para la muestras NO>- Y74 y NO,- Y97. Las muestras purificados fueron tripsinizadas y
analizadas por HPLC-MC (AB Sciex QTRAP 4500 mass spectrometer) utilizando un protocol
especificamente disefiado de multiple multiple reaction monitoring (MRM). El método disefiado
en la Unidad de Espectrometria de Masas del CEINBIO, a cargo de Dr. Mauricio Mastrogiovanni,
incluye transiciones para la deteccién simultanea de péptidos especificos de cyt ¢ que incluye
las tirosinas Y48, Y67, Y74 o Y97. Los picos correspondientes con especies nitradas o no
modificacas fueron integradas y el valor de las areas usadas para estimar la modificacion para
cada residuo. Los péptidos especificos seleccionados para el andlisis son para NH,-
KTGQAPGFTYTDANK-COOH (Y48) y NH2-KTGQAPGFTY(NO2)TDANK-COOH (NO, Y48); NH,-
EETLMEYLENPK-COOH (Y67) y NH2-EETLMEY(NO,)LENPK-COOH (NO,-Y67); NH>-YIPGTK-COOH
(Y74) y NH2-Y(NO_)IPGTK-COOH (NO;Y74); NH,-EDLIAYLK-COOH (Y97) y NH,-EDLIAY(NO,)LK-
COOH (NO,Y97). Las transiciones empleadas fueron detectadas por las especies como m/z
534/486 para el péptido Y48 (fragmentacion del péptido 3+ del fragmento ion b5), m/z 549/486
para péptidos con NO,-Y48 (fragmentacion +3 nitrada del péptido del fragmento del ién), para
el péptido Y67 (fragmentacion +3 del péptido del fragmento del ién y4), m/z 678/402 para el
péptido (fragmentacion de +1 del fragmento ién y4), m/z 483/423 para el péptido Y97
(fragmentos +2 del péptido para y3 del ion fragmentado) y m/z 505/468 para el péptido NO,-
Y97 (fragmentacion del +2 del péptido del fragmento ién y3).

Pinocitosis de cyt c y SO-M80.

La carga pinocitica de cyt ¢ nativo y SO-M80 en células B16-F1 se realizd6 de manera similar al
método descrito por KJ Gilmorel, HE Quinn y MR Wilson’>. Brevemente, se tripsiniza 0.5 x 10°
células, se recogieron en medio de cultivo, se centrifugaron (500 x g, 5 min) y se resuspendieron
en 83 ul de tampon hiperosmotico (HEPES 10 mM, pH 7.4, PEG1000 al 10 % (p/v), sacarosa 0.5
M) con o sin 20 uM de SO-M80 cyt ¢ nativo o purificado. Después de una incubacién de 10 min
a 37 °C, las células se sembraron en placas con fondo de vidrio de 35 mm con medio de cultivo
completo y se incubaron durante la noche a 37°C, CO; al 5%. Las células se procesaron para
microscopia confocal como anteriormente. La viabilidad celular se midié mediante el ensayo de
exclusiéon con trypan blue. Los resultados se expresan como nimero de poblacion de células
viables en cada condicion. El control siguid el mismo procedimiento de carga pinocitica que las
células cargadas con proteina, pero sin la adicién de proteina.

Preparacion de extractos libres de células para actividad caspasa.

Se generaron extractos libres de células a partir de células de linfocitos T Jurkat (ATCC TIB-152)
como se describié anteriormente?®. Las células (5x10%/ml) se sedimentaron y lavaron dos veces
con PBS enfriado con hielo. El sedimento celular se suspendié en 5 volimenes de buffer en frio
(Hepes-KOH, pH 7.5 (20 mM), KCI (10 mM), MgCl; (1.5 mM), EDTA (1 mM), acido tetraacético de
etilenglicol (EGTA, 1 mM), y DTT (1 mM) complementado con inhibidores de proteasa (mezcla
de inhibidores de proteasa P8340, Sigma). Después de reposar en hielo durante 15 min, las
células se rompieron con 10 golpes a 500 rpm con un mortero de tefldn. Los nucleos y las células
no rotas se eliminan por centrifugacion a 1000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
centrifugd, luego a 100 000 x g durante 1 h a 4 °C. El sobrenadante resultante se elimind con
cuidado y se almacend a -80 °C hasta su uso.

Ensayo de actividad de caspasa 3.
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La actividad de la caspasa 3 se evalud luego de la escisidn del sustrato fluorogénico DEVD-AFC
usando un volumen final de 200 uL de extracto libre de células (2—4 mg/mL) que contenia ATP
(2 mM), dATP (2 mM), AcDEVD-AFC (0.2 mM) y diferentes concentraciones de nativo y SO-M80
cyt c. La fluorescencia del producto de escision (AFC) se controlé a Aem = 505 nm y Aex = 400
nm y la fluorescencia se registré utilizando un lector multimodo Flash Varioskan (Thermo). En la
condicidn de control se omitid el extracto celular.

Cuantificacion de mAb 1D3 por citometria

Se utilizd células B16F1 confluentes en placas de 6 wells. Se quita el medio de las células y
posteriormente se lava con PBS. Se agrega tripsina a la placa de células. Luego de que las células
se levantan, se agrega medio con suero. Las células se pasan a un eppendorf para
posteriormente centrifugar las mismas a 1000 x g por 5 minutos. Se quita el sobrenadante y se
fijan las células con paraformaldehido (PFA) fresco 2% en medio de cultivo por 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifuga nuevamente y se agrega una solucion 4% de PFA por
30 min en PBS a 4°C. Lavar con PBS frio por 3 veces (centrifugando entre cada lavado). Se
permeabiliza con PBS Tritdn 0.5 % durante 30 min a temperatura ambiente. Se bloquea por 1 h
a temperatura ambiente con PBS-BSA 1%- Tritdén 0.5 %. Se lava con PBS frio por tres veces. Se
deja con el anticuerpo primario por una hora a temperatura ambiente en PBS. Para el mAb 1D3
se usO una concentracion de 1/50 en PBS Tritdn 0.1%. Se lava con PBS frio por tres veces. Se deja
con el anticuerpo secundario por una hora a temperatura ambiente. Se utilizé6 un anticuerpo
secundario anti-mouse 488 dilucién 1/100 en PBS Tritdn 0.1%. Se lava con PBS frio. Se conserva
en oscuridad y en frio. Después de la incubacion, las células se lavaron e inmediatamente se
analizaron por citometria de flujo (Facs-Calibur).

Estadistica.

La diferencia estadistica se determind utilizando una prueba t de dos colas para muestras
pareadas.
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